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ACN/TFA: acetonitrilo/ácido trifluoroacético 
ADN: ácido desoxiribonucleico 
16S ADNr: gen que codifica para el ARN que constituye la subunidad menos de los 
ribosomas bacterianos 
ARNr: ácido ribonucleico ribosómico 
ATP: adenosina trifosfato 
DMA: dimetilamina 
DOCE: Diario Oficial de las Comunidades Europeas 
E. coli- EHEC: E. coli enterohemorrágico 
E. coli- EIEC: E. coli enteroinvasiva 
E. coli- EPEC: E. coli enteropatogénico  
E. coli- ETEC: E. coli enterotoxigénico 
EFSA: European Food Safety Authority (Agencia Europea de Seguridad Alimentaria) 
FA.: formaldehído 
FAO: Food and Agriculture Organization (Organización para la Agricultura y la 
Alimentación). 
Hx: hipoxantina 
HPLC: High-performance liquid chromatography. (Cromatografía de Alta Resolución) 
IMP: inosina monofosfato 
MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass 
spectrometry 
OTMA: óxido de trimetilamina 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
Abreviaturas   
PCR: Polymerase Chain Reaction (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 
ppb: partes por billón 
ppm: partes por millón 
UFC: unidades formadoras de colonias 
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism 
RTi-PCR: Real-Time Polymerase Chain Reaction (Reacción en cadena de la polimerasa en 
tiempo real)  
µL: microlitro 
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RESUMEN 
Los alimentos de origen marino son cada vez más apreciados por los consumidores, 
debido a sus excelentes propiedades nutricionales, representando el 15% del total de la 
ingesta de proteína animal. Las exigencias de un mercado cada vez más diversificado y la 
demanda por parte del consumidor de productos naturales, novedosos, fáciles de preparar y 
con un valor añadido a nivel nutricional, ha provocado en los últimos años la aparición de 
una notable cantidad de alimentos de origen marino que han irrumpido en el mercado 
europeo. Cada vez es mayor la demanda de productos mínimamente procesados, en los que 
se combinan diversos tratamientos tecnológicos para alcanzar la seguridad alimentaria del 
producto, el cual retiene en gran medida sus propiedades nutricionales y sensoriales. No 
obstante, la calidad de este tipo de productos puede verse afectada por la presencia de 
bacterias termoresistentes (fundamentalmente Bacillus spp.), capaces de formar 
endoesporas y provocar alteraciones de olor y textura, incluso durante el almacenamiento 
en refrigeración. Por otra parte, las bacterias productoras de histamina, las cualess 
sintetizan la enzima que lleva a cabo la descarboxilación del aminoácido histidina (la 
histidina-descarboxilasa), también son de preocupación en los alimentos de origen marino, 
pudiendo provocar su deterioro e incluso llamada intoxicación histamínicas. 
Para investigar los agentes microbiológicos patógenos y alterantes en alimentos, se 
han venido utilizando las técnicas clásicas de aislamiento e identificación microbianas, las 
cuales son tediosas y precisan varios días para ser completadas. Es por ello que en los 
últimos años se ha puesto de manifiesto la necesidad de disponer de métodos sensibles y 
rápidos de detección e identificación microbianas. Así, recientemente el diagnóstico 
molecular ha experimentado una importancia creciente en la rápida detección e 
identificación de microorganismos patógenos y específicamente alterantes en el ámbito 
alimentario en general. El objetivo cental perseguido en este trabajo ha seguido esta línea, 
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esto es el desarrollo de métodos moleculares, basadas en la genómica y en la proteómica, 
para lograr la identificación rápida y fiable de microorganismos patógenos y alterantes en 
productos marinos tanto frescos cómo aquellos elaborados a base de pescado y 
conservados por diferentes tratamientos tecnológicos. Para ello se han considerado algunas 
de las especies microbianas de mayor relevancia en este ámbito, al ser potencialmente 
comprometedoras de la seguridad alimentaria en alimentos en general y en productos de 
origen marino en particular. Como dianas moleculares se han considerado el gen 16S del 
ADNr, el cual ha sido sometido a amplificación mediante técnicas de PCR convencional o 
PCR en tiempo real, secuenciación y análisis filogenético, así como la fracción del 
proteoma intracelular inferior a 15 kDa empleando la técnica de espectrometría de masas 
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass 
Spectrometry. Ambas estrategias, basadas en el análisis genético y proteómico, se 
combinan en este estudio con el fin de evaluar sus ventajas, limitaciones y 
complementariedad.  
Para llevar a cabo el objetivo general marcado en la presente tesis doctoral 
se ha organizado el estudio en diversos objetivos parciales que se resumen a 
continuación: 
1. Caracterización de bacterias productoras de histamina aislada de 
besugo (Pagellus bogaraveo) y rodaballo de acuicultura (Psetta maxima) 
Rodaballo (Psetta maxima) y besugo (Pagellus bogaraveo) son dos de las más 
importantes especies emergentes en la acuicultura europea. Sin embargo hasta el momento 
no se ha publicado información alguna en relación a la presencia y desarrollo de bacterias 
productoras de histamina en ellos. Este objetivo se ha centrado en el aislamiento e 
identificación de las principales bacterias productoras de histamina en rodaballo y besugo 
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de acuicultura. Con este fin, se seleccionaron de manera preliminar en medio de Niven, 24 
cepas microbianas (12 de rodaballo y 12 de besugo). Dos de estos aislamientos fueron 
confirmados como productores prolíficos de histamina mediante HPLC. Así, Pseudomonas 
fragi (aislada de rodaballo) y Pseudomonas syringae (aislada de besugo) produjeron 
272±69 ppm y 173±45 ppm de histamina in vitro, respectivamente, tras incubación a 30 
°C/24 h. Mientras que los filetes de rodaballo demostraron ser bastante resistentes a la 
formación de histamina a temperaturas inferiores a 10 °C, los filetes de besugo inoculados 
con P. syringae o la especie productora de histamina Morganella morganii acumularon 
696±84 y 760±59 ppm de histamina, respectivamente, en esas condiciones. La 
identificación genética basada en la secuencia del gen 16S ADNr se llevó a cabo en 
paralelo con el análisis mediante Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) de los perfiles espectrales de masas 
característicos de las cepas. La identificación bacteriana se logró por la detección de seis 
picos de masa específicos a nivel de especie en el rango de 2534-7183 m/z y 2536-9113 
m/z para P. fragi y P. syringae, respectivamente.Asimismo, seis picos específicos de 
género y con valores de masas en el rango de 2218-4434 m/z fueron compartidos por 
ambas cepas.  
2. Caracterización diferencial de bacterias productoras de aminas 
biógenas relacionas con intoxicaciones histamínicas por espectrometría de masas 
MALDI-TOF.  
La intoxicación histamínica es un sindrome de origen alimentario producido por el 
consumo de alimentos con niveles elevados de esta amina biógena. Se asocia comúnmente 
con el consumo de pescados escómbridos (atún, albacora, listado, bonito, caballa, etc.), de 
ahí el nombre “envenenamiento o intoxicación por escómbridos” con el que se le 
denomina frecuentemente debido a que fue donde primero se detectó. Sin embargo, la 
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intoxicación histamínica también puede ser debida al consumo de pescados no 
escómbridos como anchoas, sardinas, arenques, etc., o de otros alimentos como quesos, 
productos cárnicos, vino, etc. Los síntomas que produce son de naturaleza básicamente 
neurológico-cutánea y gastrointestinal ejerciendo asimismo acción sobre el aparato 
cardiovascular, músculo liso y glándulas endocrinas.  
La histamina es un producto secundario del metabolismo de ciertas bacterias que 
están presentes en el alimento, produciéndose dicha amina biógena por acción de la enzima 
histidin descarboxilasa, que transforma la histidina del músculo del pescado en histamina. 
Para evitar esta intoxicación y con el fin de prevenir la formación de histamina, es 
importante la detección e identificación rápidas de las bacterias responsables de producir 
ésta y otras aminas biógenas. 
En esta fase del estudio se aplicó por vez primera la técnica Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) con el fin de 
obtener los espectros de masas de las 16 principales bacterias productoras de aminas 
biógenas (mayoritariamente histamina) descritas a nivel internacional. Los resultados 
obtenidos mostraron que las cepas bacterianas analizadas poseían perfiles espectrales 
específicos, lo que permitió su diferenciación inequívoca. Por medio de esta técnica 
también se identificaron picos comunes a ciertos grupos de bacterias. Así, dos picos de 
proteínas con masas 4182 ±1 y 8363±6 m/z resultaron estar presentes en todas las especies 
de Enterobacterias analizadas excepto en Morganella morganii. Picos con masas 3635±1 y 
7267±2 m/z resultaron asimismo específicos de M. morganii y Proteus spp. Las bacterias 
productoras de aminas biógenas pertenecientes al género Proteus exhibieron tres picos 
específicos de género en 3980, 7960±1 y 9584±2 m/z. El género Photobacterium también 
mostró tres picos específicos de género 2980±1, 4275±1 y 6578±1 m/z. Las dos bacterias 
Gram-positivas, Lactobacillus sp. 30A y Staphylococcus xylosus, mostraron un escaso 
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número de picos de proteínas entre 2000-7000 m/z, pudiendo ser fácilmente diferenciables 
de las bacterias productoras de aminas biógenas Gram negativas. El análisis filoproteómico 
también mostró una buena correlación con respecto al análisis filogenético basado en la 
secuencia del gen 16S ADNr. 
El enfoque descrito en este estudio abre el camino hacia la identificación rápida y 
específica de las principales bacterias productoras de aminas biógenas en base a 
marcadores proteicos, con el objetivo final de prevenir la intoxicación alimentaria asociada 
al consumo de alimentos con altos niveles de histamina. 
3. Aislamiento y caracterización de Streptococcus parauberis aislado de un 
producto marino refrigerado y envasado a vacío.  
Streptococcus parauberis es un agente etiológico de mastitis en vacas y también de 
estreptococosis en peces de acuicultura, aunque su presencia en alimentos rara vez se ha 
observado. En esta fase del estudio, se aislaron dos cepas bacterianas a partir de un 
producto elaborado a base de pescado envasado al vacío y refrigerado. Ambas cepas fueron 
identificadas por secuenciación del gen 16S ADNr, mostrando una homología del 99% con 
respecto a S .parauberis, siendo asimismo caracterizadas mediante MALDI-TOF MS 
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) El 
análisis genético reveló la homogeneidad clonal de los aislamientos y su agrupación junto 
a otras cepas de S. parauberis en un grupo diferente con respecto a las cepas pertenecientes 
a la especie S. uberis. El análisis proteómico mediante MALDI-TOF MS permitió la 
identificación de cinco picos de masas en el rango de 2200-6000 m/ z que resultaron ser 
específicos de la especie S. parauberis, permitiendo su identificación rápida y directa con 
respecto a otros patógenos y bacterias alterantes presentes en productos de origen marino y 
otros alimentos. Este estudio representa, a nuestro entender, la primera publicación sobre el 
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aislamiento de S. parauberis en pescado en general y en productos marinos envasadosal 
vacío, en particular. Además, proporciona un método rápido basado en MALDI-TOF MS 
para la identificación rápida de S. parauberis. 
4. Detección y cuantificiación de Bacillus cereus, Bacillus subtilis y 
Bacillus licheniformis patógenos y alterantes por PCR en tiempo real 
Bacillus cereus, Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis son especies bacterianas 
pertenecientes al género Bacillus, esporoformadoras y por lo tanto resistentes a 
tratamientos térmicos. De ahí que estas bacterias puedan estar presentes en alimentos tanto 
frescos como pasteurizados. En esta fase del estudio se ha desarrollado una metodología 
basada en la técnica PCR en tiempo real para la detección y la cuantificación de dichas 
especies. Para ello se diseñaron oligonucleótidos específcos y una sonda tipo TaqMan. En 
el presente estudio se consideraron 48 cepas bacterianas pertenecientes a estas especies, 
extrayéndose el ADN y amplificándose un fragmento del gen 16S ADNr. Los amplicones 
se secuenciaron y las secuencias obtenidas se alinearon con secuencias de referencia del 
GenBank, seleccionándose secuencias consenso para las tres especies seleccionadas. 
Asimismo, con el fin de establecer el método de cuantificación se construyeron 2 curvas de 
RTi-PCR, una a partir de ADN extraído de cultivos de B. cereus diluidos en serie, así 
como una segunda curva con ADN extraído de un producto alimentario esterilizado e 
inoculado posteriormente con diluciones seriadas de B. cereus. Las curvas exhibieron 
valores de R2 de 0.9969 y 0.9958, respectivamente. La correlación linear entre log10 de la 
concentración de ADN y el valor del ciclo umbral de amplificación (Ct) se mantuvo en un 
rango de 1.65 × 101 CFU/mL hasta 1.65 × 106 CFU/mL para ambas curvas estándar. La 
especificidad de los oligonucleótidos y de la sonda fue testada con ADN extraído de cepas 
de B. cereus, B. licheniformis y B. subtilis, con los cuales se obtuvieron valores de Ct entre 
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14 y 15, mientras que se detectaron amplificaciones inespecíficos de ADN extraído de 
otras especies bacterianas de interés alimentario a valores de Ct por encima de 28.5. A 
nuestro entender, este método representa el primer estudio de determinación simultáneda 
de B. cereus, B. licheniformis y B. subtilis patógenas o alterantes en productos 
alimentarios, con el fin de prevenir y detectar precozmente su presencia en la cadena 
alimentaria. 
5. Caracterización de Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Bacillus 
licheniformis por espectrometría de masas MALDI-TOF  
Las bacterias pertenecientes al género Bacillus, que incluye especies como Bacillus 
cereus, Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis, son patógenas y ampliamente 
consideradas como alterantes de los alimentos. Este objetivo consistió en aplicar Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) 
para la clasificación e identificación de estas especies de Bacillus. En este trabajo se 
consideró asimismo el análisis genético de polimorfismos (SNPs) en el gen 16S ADNr, y 
se comparó con los análisis filogenético y filoproteomico. Para ello, se estudió una 
colección de 52 cepas de Bacillus aisladas de alimentos frescos y procesados, así como 
diversas cepas de referencia de colecciones internacionales. Los espectros y las listas de 
masas resultantes se compararon, lo que permitió asignar picos característicos tanto a nivel 
de cepa como a nivel de especie bacteriana. Los resultados mostraron que la técnica 
MALDI-TOF aporta un enfoque complementario y más poderoso que la secuenciación del 
gen 16S ADNr en la clasificación correcta de las especies de Bacillus, sobre todo para 
diferenciar B. subtilis y B. cereus de B. amyloliquefaciens y B. thuringiensis, 
respectivamente. Tanto el análisis MALDI-TOF como el análisis de SNPs proporcionaron 
información valiosa, tanto a nivel intra e interespecíficas, en las especies de Bacillus 
estudiadas. 
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Las técnicas genómicas y proteómicas son herramientas de vital importancia para la 
identificación rápida y específica de microorganismos patógenos y alterantes en productos 
de la pesca frescos y elaborados. Actualmente la secuenciación del gen 16S ADNr está 
ampliamente empleada para la identificación bacteriana, y su veracidad y fortaleza está 
claramente demostrada. Metodologías basadas en el análisis de proteínas representan una 
alternativa complementaria a métodos genómicos, ya que reducen el tiempo de análisis, 
tienen un bajo coste y también muestran una alta precisión y sensibilidad. Así, y teniendo 
en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo al usar la técnica de espectrometría de 
masas por MALDI-TOF, se demuestra que esta técnica proteómica confirma y completa el 
análisis genético basado en la secuenciación del gen 16S ADNr. Además MALDI-TOF MS 
demuestra ser una técnica apropiada y de una alta fiabilidad para la diferenciación e 
identificación de bacterias, permitiendo obtener perfiles espectrales y listas de masas 
característicos a nivel de género, especie e incluso cepa bacteriana. Los dendrogramas 
obtenidos del análisis proteómico muestran una buena correlación con respecto los análisis 
filogenético. 
Teniendo en cuenta los diferentes objetivos del estudio, es importante destacar las 
conclusiones obtenidas de una forma más pormenorizada, por lo que a continuación se 
enumeran conclusiones específicas correspondientes a cada uno de las etapas en las que se 
organizó el estudio: 
1. Pseudomonas syringae es un notable productor de histamina, generando concentraciones 
de esta amina en músculo de besugo similares a las producidas por Morganella 
morganii. Por otra parte, si bien el rodaballo de acuicultura es resistente a la formación 
de histamina a temperaturas inferiores a 10 °C, el besugo debe ser considerado una 
especie susceptible de mediar episodios de intoxicación histamínica alimentaria. 
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2. El análisis MALDI-TOF MS permite una rápida identificación de Pseudomonas fragi y 
P. syringae, principales bacterias productoras de histamina aisladas de rodaballo y 
besugo de acuicultura, respectivamente, permitiendo asimismo definir biomarcadores 
específicos que permiten su detección rápida en productos alimentarios. 
3. La espectrometría de masas MALDI-TOF es una herramienta sensible y rápida para la 
detección e identificación de las principales bacterias productoras de aminas biógenas, 
proporcionando espectros y listas de masas característicos de cada especie bacteriana. El 
estudio filoproteómico realizado en este trabajo resultó idóneo para el agrupamiento 
microbiano, confirmando los resultados del análisis filogenético basado en el gen 16S 
ADNr. 
4. Streptococcus parauberis puede causar la alteración de productos de la pesca 
refrigerados envasados al vacío limitando su vida útil, por lo que debe ser considerado 
como microorganismo específicamente alterante en este grupo de alimentos. En este 
estudio se han definido biomarcadores proteicos específicos que permiten su 
identificación directa en alimentos mediante MALDI-TOF. 
5. Se ha desarrollado un método original de RTi-PCR que permite la determinación de 
Bacillus cereus, Bacillus licheniformis o Bacillus subtilis en alimentos frescos o 
pasteurizados, lo que puede permitir un control microbiológico estricto de estas especies 
patógenas y alterantes en todo tipo de alimentos. 
6. Los picos de masa recopilados en este estudio han resultado ser biomarcadores útiles 
para la rápida identificación y clasificación de especies del género Bacillus patógenas y 
alterantes de alimentos. Así, el análisis mediante MALDI-TOF permite la 
diferenciación de las especies pertenecientes al grupo de Bacillus subtilis (B. subtilis y 
Bacillus amyloliquefaciens) y al grupo de Bacillus cereus (B. cereus y Bacillus 
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thuringiensis), mejorando de este modo el diagnóstico genético mediante secuenciación 
del gen 16S ADNr.  
7. Se ha confirmado la presencia de SNPs en el 16S ADNr en el género Bacillus, 
describiéndose por vez primera en el presente estudio mutaciones en ciertos loci que 
deberán tenerse en cuenta para el diseño adecuado de oligonucleótidos y sondas 
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1.1. Pescado en nuestra dieta 
El pescado es un alimento básico y muy presente en nuestra dieta: Su amplia 
variedad de presentaciones comerciales hacen que sea un alimento muy aceptado por el 
consumidor. Al pescado fresco, ahumado, congelado, salado o a los también tradicionales 
productos refrigerados o congelados a base de pescado se unen nuevos productos como 
platos preparados o precocinados, surimis, rebozados, etc. 
El pescado está considerado un alimento digestivo, nutritivo y saludable; por lo 
tanto apto para todo tipo de personas, incluso aquellas que poseen alguna dolencia. La 
preocupación por la salud y por llevar una dieta equilibrada, son el principal motivo del 
consumo de pescado. Aporta indudables beneficios, su consumo es apropiado para 
cualquier edad, contribuye a prevenir enfermedades, su aporte calórico es en general 
moderado, aporta vitaminas tanto hidrosolubles como liposolubles así como algunos 
minerales, contiene proteínas de excelente calidad, presenta un perfil de lípidos más 
saludable que el de otros alimentos también ricos en proteínas como las carnes y es fuente 
natural de ácidos grasos Omega 3. Así, el consumo de pescado, y en concreto de pescado 
azul, puede mejorar los síntomas de algunas enfermedades y contribuir a la prevención de 
otras, entre las que destacan las cardiovasculares. Por poseer importantes propiedades 
nutricionales, el pescado se convierte en un alimento fundamental dentro de lo que se 
considera una alimentación equilibrada y cardiosaludable.  
España se sitúa en los primeros puestos en el consumo mundial de productos 
pesqueros, justo detrás de Japón y Portugal. De hecho, según se desprende de los últimos 
datos disponibles del Panel de Consumo del año 2008 del Ministerio de Medio Ambiente, 
Medio Rural y Marino, el pescado llega al 70% de la población a lo largo del año, 
alcanzando a un mayor número de hogares de enero a mayo, con un consumo medio de 
1,20 kilos por persona al mes (MARM, 2008). 
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Cada año se producen más de 100 millones de toneladas de pescado y productos 
pesqueros en todo el mundo, incluida la pesca natural y la acuicultura, de las cuales más de 
las tres cuartas partes son utilizadas como alimento para las personas. El resto se emplea 
para elaborar diferentes productos, sobre todo aceites y harinas. De las toneladas 
destinadas a la alimentación, la mayor parte se consume como pescado fresco y el resto se 
conserva, congelado, enlatado, curado, etc. 
Recientemente, el sector pesquero ha sufrido una disminución de las poblaciones de 
especies tradicionales como resultado de cambios importantes en su disponibilidad, lo que 
ha motivado el desarrollo de técnicas de acuicultura para proveer pescado y otros 
alimentos de origen acuático (Alvarez y col., 2009). Entre las especies de peces de 
piscifactoría de emergente valor comercial se encuentran el besugo (Pagellus bogaraveo) y 
el rodaballo (Psetta maxima): ambos son apreciados por su carne firme y sabrosa. La 
acuicultura ha hecho recientemente estas dos especies más disponibles para los 
consumidores de los países europeos (Rodriguez y col., 2003). 
 
1.2. Calidad y seguridad de los alimentos de origen marino  
En la última década en Europa, casos como la encefalopatía espongiforme 
bovina o enfermedad de las vacas locas, la presencia de bacterias patógenas y alterantes, 
en los alimentos, el descubrimiento de las dioxinas y otros contaminantes químicos en 
los pollos y en ciertos pescados, el empleo de antibióticos en la ganadería y la llegada 
de los organismos genéticamente modificados (OGM) han despertado la conciencia y la 
preocupación de los consumidores por la seguridad alimentaria. 
Se estima que tres millones de personas de todo el mundo, tanto en los países 
desarrollados como en los en vías de desarrollo, mueren cada año a consecuencia de 
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enfermedades transmitidas por los alimentos y el agua, y que millones enferman (FAO, 
2010). La aparición de tales enfermedades puede incrementarse fácilmente y convertirse 
en una situación de emergencia relacionada con la inocuidad de los alimentos, lo que 
afectaría negativamente a las economías nacionales y a los medios de subsistencia 
debido a una menor disponibilidad de alimentos para el consumo nacional, el cierre de 
los mercados de exportación y/o el elevado costo de abordar los efectos de la amenaza. 
Ello no sólo es debido al aumento del número de casos relacionados con la inocuidad de 
los alimentos notificados, sino también a la mayor globalización y complejidad de la 
cadena alimentaria.  
La presencia de microorganismos patógenos y alterantes en los alimentos es 
uno de las principales preocupaciones de la administración, la industria alimentaria y los 
consumidores, por lo tanto, la identificación de ciertas especies microbianas es esencial 
tanto en el análisis clínico con el fin de la detección y correcto tratamiento de 
enfermedades humanas, como en el sector alimentario para la detección precoz de 
patógenos transmitidos por alimentos como el pescado, lo que permite controlar y 
minimizar los riesgos microbiológicos de dichos productos (Marth, 1998). Esta 
inquietud ha llevado al desarrollo de una amplia variedad de procesos de conservación 
cuyo objetivo es destruir las células microbianas o retrasar su crecimiento, así como al 
perfeccionamiento de los sistemas de detección existentes y a la creación de nuevos 
métodos más rápidos y precisos que permitan un pronóstico más diligente de los 
productos, tanto a la propia industria como a las autoridades sanitarias.  
En los últimos años se ha efectuado una profunda revisión, en respuesta a las 
alarmas alimentarias previamente comentadas, que en la década de 1990 coparon los 
titulares de las noticias en relación con temas como la enfermedad de las vacas locas, los 
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piensos contaminados con dioxinas o el aceite de oliva adulterado. Para hacer frente a este 
problema, la Unión Europea (UE) está aplicando una estrategia global, basada en una 
combinación de normas alimentarias, zoosanitarias y fitosanitarias muy rigurosas que se 
aplican tanto a los alimentos producidos en la UE como a los importados, con el fin de que 
los ciudadanos vuelvan a confiar en la seguridad de los alimentos. La política de la UE 
engloba toda la cadena alimentaria, “de la granja a la mesa”, y establece una amplia 
legislación, siendo una de las más estrictas del mundo. 
Desde el 1 de febrero de 2002, los países miembros de la UE se han dotado de un 
concepto jurídico común para designar a los alimentos, al publicarse en el DOCE el 
Reglamento CE núm. 178/2002, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 28 de enero de 
2002 (DOCE núm. L031/1, 2002). En este Reglamento se establecen los principios y los 
requisitos de la legislación alimentaria, se fijan los procedimientos relativos a la seguridad 
alimentaria, y se crea además la European Food Safety Authority (EFSA). La EFSA 
trabaja en colaboración con diversas instituciones y organismos científicos de los países 
miembros de la UE. En el caso de España, existe un organismo específico para este fin, la 
Agencia Española de Seguridad Alimentaria y Nutrición (AESAN), que tiene como misión 
garantizar el más alto grado de seguridad y promover la salud de los ciudadanos.  
“Del campo o de la granja a la mesa”. Con esta frase los organismos encargados de 
velar por la seguridad alimentaria en la Unión Europea, junto con la OMS y la FAO, 
quieren expresar que el control llevado a cabo sobre los alimentos, es una responsabilidad 
que atañe a todos los participantes de la cadena alimentaria, desde los productores 
primarios (agricultores, ganaderos) a los procesadores, envasadores, transportadores, 
almacenistas, puntos de venta y, por último, a los consumidores. Por tanto, las medidas 
concernientes a la vigilancia y control de dicha seguridad alimentaria, deben cubrir 
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exhaustivamente todas y cada una de estas etapas, de manera que quede garantizada la 
inocuidad de todos y cada uno de los alimentos que llegan a la mesa del consumidor.  
1.2.1. Alteración microbiológica de los alimentos de origen marino  
El deterioro post–mortem en productos de origen marino es un proceso rápido 
debido a la acción de varios factores como la actividad autolítica, el metabolismo 
bacteriano y algunas reacciones químicas como oxidación de los lípidos y decoloraciones 
(Rodriguez y col., 2003). Todos estos mecanismos resultan en un cambio estructural y 
bioquímico de los productos marinos, que tienen un fiel reflejo en la apariencia y en las 
características sensoriales de estos. Tanto las características a nivel externo (tacto, vista, 
olfato) como a nivel culinario (color, sabor, textura y olor) implican un primer examen 
para determinar el grado de frescura de los productos y, por tanto, el valor económico o su 
nivel de rechazo. 
Inmediatamente tras la muerte de pez comienza la alteración aunque es difícil 
determinar la calidad y frescura de los productos marinos ya que el proceso del deterioro 
transcurre gradualmente. La velocidad de la alteración depende de diferentes factores como 
la especie, el tamaño, la riqueza en lípidos, el estado del pescado en el momento de la 
captura, la importancia y naturaleza de la contaminación bacteriana y, sobre todo, el 
método de conservación. La degradación se lleva a cabo en una primera etapa por enzimas 
propias del músculo del pescado y posteriormente por enzimas producidas por los 
microorganismos que acceden al músculo. En la primera fase, los mecanismos autolíticos 
determinan la pérdida de la calidad de los productos marinos. El cambio más dramático es 
el desencadenamiento del rigor mortis en el que el músculo se contrae por el déficit de 
ATP. El cuerpo se vuelve totalmente inflexible y generalmente se mantiene así durante uno 
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o más días hasta que el músculo recupera la flexibilidad, pero no la elasticidad previa al 
rigor (Huss y col., 1995).  
 
Figura 1: Degradación post-mortem de productos marinos (Huss y col., 1995) 
En comparación a otros alimentos, los productos marinos contienen pocos 
carbohidratos, muchos aminoácidos libres, siendo los lípidos especialmente ricos en ácidos 
grasos poliinsaturados. La consecuente oxidación de los lípidos resulta en la formación de 
hidroperóxidos que pueden causar coloraciones pardas y en la liberación de aldehídos y 
cetonas con un sabor rancio. Esta reacción no tiene tanta importancia en el deterioro de los 
productos marinos, pero es un proceso que se inhibe por la congelación. La degradación 
autolítica de los carbohidratos, nucleótidos y compuestos nitrogenados implica la 
formación de una variedad de productos, debido a la acción de enzimas propias del 
músculo. Entre ellos, se pueden incluir la descomposición de ATP en hipoxantina (Hx) y la 
reducción del óxido de trimetilamina (OTMA) a dimetilamina (DMA) y formaldehído 
(FA). El formaldehído aumenta la desnaturalización de las proteínas y por eso cambia la 
textura del músculo y disminuye la capacidad de retención del agua. 
Estos procesos autolíticos tienen efecto tanto en la textura, como en el sabor y olor 
propios de los productos marinos. Estos cambios disminuyen la calidad de dichos 
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productos pero, sin embargo, no son los responsables del mal olor “a pescado”. El 
deterioro ocurre en una segunda fase debido a la actividad de bacterias que producen la 
mayoría de las sustancias volátiles asociadas a un cambio de las propiedades 
organolépticas como, un olor inaceptable y productos alterados, poco agradables al gusto. 
Un gran número de microorganismos han sido aislados de pescado deteriorado: 
Aeromonas, Photobacterium, Shewanella, Pseudomonas, Moraxella, Staphylococcus, 
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Lactobacillus o Leuconostoc, entre otros (Mossel y col., 
2006). 
1.2.2. Bacterias patógenas en alimentos de origen marino 
Un alimento contaminado puede transmitir una enfermedad debido a que se puede 
convertir en un medio de crecimiento de bacterias patógenas que causan enfermedad o 
producen ciertas toxinas. La incidencia global de enfermedades transmitidas por alimentos 
es difícil de estimar, pero se estima que sólo en 2005 1.8 millones de personas han muerto 
por enfermedades diarreicas. Una gran proporción de estos casos puede ser atribuida a la 
contaminación de comida y agua de consumo. En los países industrializados, el porcentaje 
de población que sufre enfermedades transmitidas por alimentos es superior al 30 % 
(WHO, 2007).  
En los últimos años, la incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos y 
producidas por bacterias ha aumentado considerablemente con el consiguiente impacto 
social y económico. En la Figura 2 se representan los datos de los patógenos responsables 
de los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos en España en el periodo 2004-
2007 publicados en la “Red Nacional de Vigilancia Epidemiológica”. El número total de 
brotes fue de 3.466 de los cuales el agente causal de origen bacteriano fue del 56,95% de 
los casos. 
 





Figura 2: Patógenos responsables de enfermedades transmitidas por alimentos 
 
 
Las intoxicaciones alimentarias (Tabla 1 y 2) son comúnmente causadas por bacterias 
tales como Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni., Shigella spp., 
Streptococcus spp., Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Yersinia 
enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis. O por otras cuya patogenicidad se ha 
descubierto más recientemente y que son denominadas “patógenos emergentes” como E. 
coli O157:H7, Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae, Aeromonas sobria, 
Mycobacterium spp., Helicobacter spp. no gástrico, Enterobacter sakazakii, o ciertas 
especies de Campylobacter. 
 




Tabla 1. Principales bacterias patógenas con los alimentos en los que suelen 
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Tabla 2. Principales bacterias patógenas con los alimentos en los que suelen 
encontrarse, entre ellos pescados y mariscos, y los síntomas que provocan en el 
consumidor.  
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1.2.3. Bacillus spp. 
El género Bacillus fue descrito en 1872 por Ferdinand Cohn, un contemporáneo de 
Robert Koch, y se encuentra dentro de la familia Bacillaceae (Vos, 2009). Son bacterias 
caracterizadas por una morfología alargada, simulando un bastón, pudiendo ser aerobias 
estrictas o anaerobias facultativas. Son esporógenas, por lo que generalmente se encuentran 
como agentes de alteración de alimentos que en algún momento fueron sometidos a 
calentamiento. En el caso de la especie Bacillus cereus la mayoría de las cepas son 
patógenas causando cuadros de enteritis o gastroenteritis. Cada bacteria crea una sola 
espora, que es resistente al calor, al frío, a la radiación, por lo que su fisiología le permite 
vivir en un amplio número de hábitats, incluyendo hábitats extremos. Algunas de las 
especies del género Bacillus pueden incluso ser termófilas, psicrófilas, acidófilas, 
halotolerantes o halófilas y son capaces de crecer en condiciones de pH, temperatura y 
concentraciones de sal en las que pocos organismos pueden sobrevivir. 
En la Figura 3 se muestra la distribución de riesgos alimentarios del año 2009, en 
donde se aprecia una incidencia del 3% en el caso de Bacillus. 
 
Figura 3: Distribución de riesgos alimentarios detectados (AESAN, 2009) 
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Las especies de Bacillus aparecen en ecosistemas muy diversos ya sean terrestres o 
marinos (Oguntoyinbo, 2007) y se aislan frecuentemente tanto de alimentos crudos como 
en alimentos enlatados, pasteurizados o minimamente procesados. El efecto perjudicial que 
pueden provocar se puede minimizar e intentar controlar controlar instaurando un 
enfriamiento inmediato y rápido de los alimentos cocinados o calentados, especialmente el 
arroz o productos ricos en almidón, y la posterior conservación de los mismos en 
refrigeración (Mossel y col., 2006). Las especies con más potencial alterante e incluso 
patógeno aisladas de alimentos son B. cereus, B. licheniformis, B. subtilis e Bacillus 
pumilus.  
La especie B. cereus está reconocida como agente causal de intoxicación 
alimentaria desde que fue identificada por Hauge en 1955 (Bourgeois, 1994). La capacidad 
de B. cereus para producir endosporas es muy frecuente en el medio natural y también en 
todo tipo de alimentos, tales como arroz, puré de patata, especias, leche, produtos lácteos, 
verduras, carnes, pastas alimenticias, postres, etc. La leche descremada en polvo y la leche 
pasteurizada a veces se alteran por la presencia de estos microorganismos (se forman 
grumos) siendo necesaria su retirada del mercado. B. cereus puede producir dos tipos de 
enterotoxinas: la toxina diarreica y la toxina emética. Los síntomas de la toxiinfección 
tienen dos formas de presentación con presencia de diarrea o dolores abdominales y 
vómitos. Su período de incubación varía de 4 a 16 horas después de la ingesta del alimento 
contaminado. B. cereus también puede sobrevivir en algunas conservas (pescado en aceite, 
legumbres). 
B. licheniformis, al igual que B. cereus, está asociada al deterioro de alimentos y a 
intoxicaciones alimentarias. Deteriora el pan, “pan filamentoso” (Sorokulova y col., 2003), 
pues provoca en el pan una textura pegajosa y fibrosa al principio de la contaminación y 
luego un fuerte olor, aunque son los productos lácteos los que tienen un mayor riesgo de 
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ser contaminados con la toxina producida por B. licheniformis, así como carnes cocidas, 
verduras, alimentos procesados, etc. Se asocia a B. licheniformis el desencadenamiento de 
gastroenteritis con síntomas como dolores de estómago, diarrea e incluso vómitos. La 
intoxicación por B. licheniformis también puede dar lugar a enfermedad entérica, 
septicemia, peritonitis, oftalmitis, etc., además de toxemia bovina y de abortos (Salkinoja-
Salonen y col., 1999).  
B. subtilis no es considerado tradicionalmente como un patógeno humano. Aunque 
raramente causa intoxicación alimentaria sí es el responsable del deterioro y alteración de 
muchos alimentos. Aún así existen algunas evicencias de su toxicidad como el brote 
surgido en una guardería por el consumo de leche en polvo contaminada con B. subtillis 
(Pavic y col., 2005). Sus esporas pueden sobrevivir a altas temperaturas, por lo que puede 
estar presente en alimentos pasteurizados y listos para el consumo. Al igual que B. subtilis, 
B. pumilus puede ser causante de contaminación alimentaria. Aunque no existen evidencia 
de patogenidad de esta especie, sí se puede producir alteración y degradación del alimento 
(Thompson y col., 1998). 
 
1.2.4. Producción microbiológica de aminas biógenas. Histamina. 
El deterioro de productos marinos puede ser el resultado de reacciones químicas o 
de algún tipo de daño físico que haya recibido el alimento durante su almacenamiento o 
transporte. No obstante la causa primaria de alteración es el crecimiento y metabolismo 
bacteriano. Durante el metabolismo bacteriano se forman sustancias volátiles como 
aminas, sulfuros, aldehídos, cetonas y ácidos orgánicos, cuya acumulación en los 
productos marinos resulta en un olor indeseable e inaceptable. Además, la alteración 
microbiana puede implicar un oscurecimiento y la formación de exudados. Debido a que 
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un 25% de todos los alimentos producidos se pierden después de la cosecha por causa de 
actividad microbiana, este efecto adquiere una gran importancia global (Gram y Dalgaard, 
2002).  
Como sustrato las bacterias metabolizan compuestos nitrogenados no proteicos, 
como aminoácidos, pero también, en menor cantidad, carbohidratos, catalizando la 
transformación de lactato a acetato. Decisivo en el deterioro de los productos marinos es la 
reducción del oxido de trimetilamina (OTMA) a trimetilamina (TMA). Esta sustancia es la 
causa del “olor a pescado” y representa un parámetro para determinar el grado de la 
alteración microbiana. Algunas especies de pescados poseen enzimas musculares que 
también son capaces de reducir el OTMA, pero en general la TMA es mayoritariamente de 
origen microbiano (Jay y col., 2005).  
Las aminas biógenas son bases orgánicas no volátiles de bajo peso molecular y 
estructura alifática, aromática o heterocíclica. Estas moléculas, provistas de actividad 
biológica, están presentes en animales, plantas y microorganismos, donde desempeñan 
papeles importantes en muchas funciones fisiológicas o están involucradas en procesos de 
división celular, regulación de las funciones de ácidos nucleicos y de la síntesis proteica, y 
probablemente también en la estabilización de membranas (Smith, 1980). 
Aminas biógenas como putrescina, cadaverina, histamina, espermidina, espermina, 
tiramina, agmatina y triptamina, se producen post-mortem en el pescado a través de la 
descarboxilación de aminoácidos libres específicos presentes en el músculo. Dichas aminas 
se pueden generar por la descarboxilación endógena de los aminoácidos, como resultado 
de una actividad metabólica normal, aunque mayoritariamente se forman por la 
descomposición exógena de los mismos a través de aminoácido-descarboxilasas que son 
producidas por la microbiota asociada al pescado (Rawles y col., 1996) como un 
mecanismo de defensa frente al medio ácido. (Eitenmiller y Desouza, 1984) indicaron que 
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la formación de aminas biógenas ocurre normalmente durante procesos de degradación que 
llevan implícitos mecanismos proteolíticos que dan lugar a la formación de aminoácidos 
libres, unido a la biosíntesis y secreción de descarboxilasas bacterianas. El contenido en 
aminas biógenas es una medida importante para conocer la calidad del pescado (Mackie, 
1997), ya que en pescados recién capturados dichas aminas se encuentran en niveles muy 
bajos o no detectables.  
Las aminas biógenas que se encuentran mayoritariamente en el músculo de pescado 
fresco son la espermina y espermidina (concentraciones inferiores a 10 ppm), pero en 
función de la especie de pescado, los aminoácidos presentes en sus tejidos y las 
condiciones de exposición a ciertas bacterias alterantes, se pueden generar otras aminas 
tales como histamina en pescados escómbridos [caballa (mackerel- Scomber scombrus), 
jurel (horse mackerel -Trachurus trachurus), atún (tuna- Thunnus thynnus), aguja azul o 
marlín azul (marlin- Makaira nigricans), pez espada (swordfish- Xiphias gladuis), atun 
blanco o bonito del Norte (albacore- Thunnus alalunga), bonito (bonito- Sarda sarda), 
listado (skipjack tuna- Euthynnus (Katsuwonus) pelamis, y casi otras 100 especies] y no 
escombridos [eg, mahi-mahi (dolphin fish- Coryphaena hippurus), medregal (amberjack- 
Seriola dumerili), arenque (herring- Clupea harengus), sardina (sardine- Sardina 
pilchardus), anchoa (anchovy- Engraulis spp), pomatomo (bluefish- Pomatomus saltatrix) 
], en concentraciones superiores a 2000 ppm (Clifford y Walker, 1992). La histidina es el 
aminoácido precursor de la histamina. 
Los productos marinos presentan un contenido relativamente alto en aminoácidos 
libres. Asimismo la actividad proteolítica de las enzimas bacterianas libera más 
aminoácidos, que son sustrato ideal para el metabolismo bacteriano, en el que se producen 
aminas biógenas. Además de las aminas biógenas se producen otros productos metabolitos 
microbianos derivados de aminoácidos, entre ellos, compuestos volátiles, como amoniaco, 
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ácidos orgánicos, aldehídos, cetonas, ésteres y compuestos volátiles de azufre. Estos 
compuestos volátiles azufrados, que pueden ser detectados incluso en concentraciones de 
partes por billón (ppb), afectan notablemente al olor y sabor de los alimentos 
confiriéndoles un olor a podrido. Así, se forma sulfuro de hidrógeno (H2S) procedente del 
aminoácido cisteína y la metionina se transforma enm metil mercaptano (CH3SH) y 
dimetilsulfuro [(CH3)2S]. Los olores extraños a frutas son debidos a los aminoácidos 
monocarboxílicos (Gram y Huss, 1996; Huss y col., 1995).Debido al aumento en la 
concentración de aminoácidos libres en el músculo y a unas condiciones favorables en el 
músculo (temperatura, pH…), se produce el crecimiento bacteriano y la acción enzimática 
derivada que degrada los aminoácidos provocando su descarboxilación, originando 
diferentes aminas biógenas que se acumulan en el pescado. 
 
1.2.4.1  Histamina en alimentos de origen marino 
El envenenamiento por histamina es una intoxicación de origen alimentario 
producida por el consumo de alimentos con niveles elevados de esta amina biógena. Este 
cuadro tóxico se asocia comúnmente con el consumo de escómbridos (atún, albacora, 
listado, bonito, bacoreta, caballa, etc.), pertenecientes algunos a las familias Scombridae y 
Scomberesocidae (Taylor, 1986), de ahí el nombre “envenenamiento o intoxicación por 
escómbridos” con el que le denomina frecuentemente. Sin embargo, puede ser debida al 
consumo de pescados no escómbridos, tales como anchoas, sardinas, arenques, etc., (Chen 
y col., 2008) o de otros alimentos tales como quesos, productos cárnicos, vino, etc. 
(Tenbrink y col., 1990). Los escómbridos se caracterizan por poseer niveles elevados de 
histidina libre en su tejido muscular (Taylor y col., 1989). Así, en un estudio llevado a cabo 
en Nueva Zelanda (Fletcher y col., 1995) se observó que tres especies marinas que habían 
sido implicadas en episodios de intoxicación histamínica: salmón de Nueva Zelanda 
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(Arripis trutta), kingfish (Seriola grandis) y atún blanco (Thunnus alalunga) poseían 
concentraciones de dicho aminoácido superiores a 1000 mg/100 g. Sin embargo, otras 
especies de pescado no escómbridos tales como la perca marina (Red rockcod- Scorpaena 
cardinalis) y el pargo colorado (Nannygai- Trachichthodes affinis), que nunca habían sido 
relacionados con intoxicaciones por histamina poseían unos niveles de histidina inferiores 
a 5 mg/100 g. Si se presentan condiciones favorables para el crecimiento bacteriano y para 
la biosíntesis del enzima histidín-descarboxilasa, la histidina puede ser descarboxilada a 















Histidine Histamine  
Figura 4. Descarboxilación de la Histidina 
 
El nivel de histidina presente en el músculo del pescado no es siempre el mismo. 
Así por ejemplo el rodaballo y el besugo tienen niveles moderadamente elevados de 
histidina en sus tejidos musculares (0,30% y 0,36%, respectivamente), lo que pone de 
manifiesto el riesgo potencial de formación de histamina en estas especies cuando las 
bacterias productoras de histamina están presentes. A pesar de que la calidad 
microbiológica y bioquímica de estas especies durante el almacenamiento han sido 
previamente estudiadas (Alvarez y col., 2009; Rodriguez y col., 2003), sólo se ha 
publicado un estudio preliminar sobre bacterias productoras de histamina en besugo 
(Alvarez y col., 2009). 
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Por otra parte, es importante señalar que no siempre se ha encontrado una 
correlación entre el grado de deterioro del pescado y la concentración de histamina del 
mismo. De este modo, se ha observado que se pueden alcanzar niveles tóxicos de 
histamina antes de que el pescado esté degradado, es decir considerado como inaceptable 
al realizar un análisis organoléptico. Además, la histamina no posee color ni olor 
específicos que revelen su presencia en el pescado y resulta extremadamente estable, por lo 
que no puede ser eliminada durante los procesos tecnológicos empleados habitualmente en 
la transformación de los productos de la pesca, tales como esterilización, congelación, 
cocción, etc. Todo ello hace que la formación de histamina se convierta en un motivo de 
preocupación, tanto para los consumidores como para los elaboradores de productos de la 
pesca, de cara a garantizar la salubridad y seguridad de dichos alimentos. 
 
1.2.4.2 Presencia de histamina en alimentos de origen marino 
Se han encontrado niveles elevados de histamina en diversos tipos de pescado 
implicados en intoxicaciones histamínicas. La concentración de histamina en una lata de 
atún implicada en un episodio de intoxicación resultó ser de 116 mg/100 g de músculo, 
mientras que el de otro episodio causado por latas de atún fue de 2.74 mg/100 g (Kim, 
1979). Los niveles de histamina en muestras de aguja azul (M. nigricans) implicadas en 
otro incidente fueron de 935-2.760 ppm, siendo las del mismo pescado fresco menores de 5 
ppm y no causando éste los síntomas de la intoxicación (Morrow y col., 1991). En caballa 
ahumada en caliente asociada a un caso de intoxicación histamínica se encontraron 2.700 
ppm de histamina, en comparación con las 25 ppm de histamina en caballa fresca ahumada 
del mismo modo (Clifford y col., 1989). En un muestreo llevado a cabo en atún, caballa y 
sardinas de buena calidad se encontraron cantidades de histamina menores de 0.5 mg/100 g 
(Fernandez Salguero y Mackie, 1987). El hecho de encontrar niveles elevados de histamina 
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en los pescados involucrados en cuadros de intoxicación junto con la excreción de niveles 
elevados de la misma en la orina de personas afectadas, parecen indicar que la histamina es 
la principal responsable de la intoxicación (Morrow y col., 1991). 
 
1.2.4.3 Perspectiva legal 
Desde un ámbito legal, sólo se han fijado límites tolerables para la histamina en 
pescados y en productos derivados. Así la Food and Drug Administration (EE.UU), 
propone como nivel máximo un valor medio de 50 mg/kg mientras que la Unión Europea 
establece un límite mayor (100 mg/kg). Ambas concentraciones de histamina son, sin 
embargo muy superiores a las habituales en pescado fresco. En bebidas alcohólicas 
fermentadas, si bien no existen disposiciones legislativas que limiten la presencia de 
histamina, diferentes expertos han recomendado no superar cifras de 2-10 mg/l., variando 
esta concentración en función del país. Pescado y vino no son los únicos alimentos que 
pueden contener histamina. De hecho, se han descrito cantidades semejantes o superiores 
en otros alimentos, como quesos o derivados cárnicos crudos curados y, 
sorprendentemente, no se han señalado límites máximos tolerables para ellos hasta el 
momento (Salas, 2008). 
 
1.2.4.4 Formación de histamina 
Cuando el pescado, tras su captura, es sometido a temperaturas elevadas se puede 
favorecer la formación de histamina, pero el nivel de acumulación de esta toxina también 
se ve influenciado por el tiempo de exposición a las temperaturas de abuso. Diversos 
estudios, llevados a cabo tanto en pescados como en caldos de cultivo enriquecidos con 
histidina, indican que la formación de histamina es mayor en el rango de temperaturas 
comprendido entre 20 y 40ºC (Arnold y col., 1980; Eitenmiller y col., 1981; Niven y col., 
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1981). Estos autores indicaron que la bacteria más frecuentemente involucrada en la 
producción de histamina, Morganella. morganii, crece rápidamente a temperaturas 
comprendidas entre 20-25ºC, pero no lo hace a temperaturas inferiores. Cuando M. 
morganii, Klebsiella. oxytoca, Serratia marcescens y Plesiomonas shigelloides fueron 
inoculadas en músculo de atún e incubadas a 20ºC, solamente M. morganii y K. oxytoca 
producían histamina en niveles detectables: 15 y 14.3 mg/100 g, respectivamente, tras 18 
h. Cuando se incubó a 8ºC, dichas bacterias producían menor cantidad de histamina:_4.3 y 
2.8 mg/100 g, respectivamente, al cabo de 84 h. Sin embargo, no producían histamina al 
incubar a 0ºC (Lopez Sabater y col., 1994). 
Una vez biosintetizada y secretada la enzima histidín-descarboxilasa al medio 
extracelular, puede seguir actuando en el pescado aunque las bacterias productoras de 
histamina estén inactivas. Debe destacarse que la enzima puede presentar actividad a 
temperaturas de refrigeración o próximas a éstas. Por otra parte, la histidín-descaboxilasa 
es más estable que las bacterias durante la congelación y puede ser reactivada rápidamente 
tras la descongelación del pescado. (Fuji y col., 1994) encontraron que tras 7 días de 
almacenamiento a –20ºC, las bacterias halófilas productoras de histamina, Photobacterium. 
phosphoreum y Photobacterium histaminum, mantenían un 27-53% de su actividad 
histidín-descarboxilasa. Sin embargo, el recuento de células viables había sufrido una 
reducción de exponente seis con respecto al recuento inicial. 
Tanto la enzima como las bacterias que lo producen pueden inactivarse durante el 
cocinado. Sin embargo, una vez formada la toxina no puede ser eliminada por el calor (ni 
siquiera mediante la esterilización), ni por la congelación. Así, cuando se prepararon 
derivados de pescado a partir de mahi-mahi que contenía 343-363 mg/100 g de histamina y 
se sometieron a horneado o cocción, se observó que los niveles de histamina tras dichos 
tratamientos eran de 303-397 mg/100 g (Baranowski y col., 1990). Ésto indica que el 
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cocinado no provoca la disminución del contenido de histamina en alimentos preparados. 
Tampoco es fácil reducir el contenido en histidina, precursor de la histamina de los 
alimentos en que abunda. Así, (Perez Martin y col., 1988)encontraron que el contenido de 
histidina libre en bonito del norte era reducido en un 2.2% tras un cocinado normal y entre 
el 6.5 y 13.8% tras esterilización a 115 ºC durante 60 min. No obstante, para que se 
produzcan cantidades adicionales de histamina en un alimento tras ser cocinado es 
necesario que se recontamine con bacterias productoras de histamina. Por otra parte, el 
almacenamiento en congelación durante períodos largos de tiempo (en torno a 6 meses) 
puede llegar a inactivar las bacterias productoras de histamina. Por estos motivos, los 
niveles elevados de histamina se producen más frecuentemente en pescados crudos no 
congelados (FDA, 1996). 
Las bacterias productoras de histamina fueron clasificadas por (Behling y Taylor, 
1982) en dos grupos: (1) aquellas denominadas productoras fuertes y capaces de producir 
grandes cantidades de histamina en caldo de infusión de atún (100 mg/100 ml) durante un 
corto período de incubación (24 h) a temperaturas superiores a 15 ºC, y (2) las 
denominadas productoras débiles, que producían cantidades menores (25 mg/100 ml) tras 
incubación prolongada (48 h) a temperaturas mayores o iguales que 30 ºC. Basándose en el 
tiempo y temperatura a los que se produce histamina, M. morganii, Klebsiella pneumoniae, 
y Enterobacter aerogenes fueron consideradas como productores prolíficos, mientras que 
otras bacterias como Hafnia alvei, Citrobacter freundii y Escherichia coli, eran 
productoras débiles (Behling y Taylor, 1982). 
 
1.2.4.5 Bacterias productoras de histamina 
La composición de la microbiota del pescado está influenciada por el ambiente de 
la zona de captura, la época del año y las condiciones de pesca, manipulación y procesado. 
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La temperatura es el factor ambiental más importante de los que influyen en el número 
inicial y tipos bacterianos en la superficie del pescado. Las poblaciones bacterianas típicas 
de los pescados de aguas templadas son fundamentalmente las psicrótrofas que viven en 
aguas de temperaturas inferiores a 10 ºC. Sin embargo, la temperatura del agua superficial 
puede aumentar si se prolonga el tiempo cálido, con lo que las especies pelágicas de 
pescado (por ejemplo el jurel, la caballa o el arenque) pueden ver aumentada su carga 
bacteriana superficial mesófila (Gram y col., 1989) 
Los microorganismos se encuentran en todas las superficies externas (piel y 
branquias) y en los intestinos de los peces vivos. Las bacterias de la piel y agallas son 
predominantemente las aerobias facultativas, especialmente Vibrio, que también se han 
aislado en gran número en los peces pelágicos. Las bacterias anaerobias obligadas son 
poco frecuentes en la superficie del pescado pero se presentan en gran número en el 
intestino. Liston (Liston, 1980) establece como rango normal 102–107 UFC (unidades 
formadoras de colonias)/cm2 en la superficie de la piel. Las branquias e intestinos 
contienen entre 103 y 109 UFC/g (Shewan, 1962). Fue también Shewan quién concluyó que 
la microbiota depende más del medio ambiente de captura que de la especie (Shewan, 
1977). 
La microbiota responsable de la alteración del pescado consta de bacilos psicrófilos 
Gram negativos, pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Psychrobacter, Moraxella, 
Shewanella y Flavobacterium (Huss, 1998). Dado su carácter psicrófilo, son capaces de 
crecer bien entre 0 y +1 ºC, pero hay un gran número de especies de Pseudomonas que son 
capaces de alterar el pescado a –3 ºC, aunque a una velocidad lenta (Shaw y Shewan, 
1968). 
A lo largo de los años, diversos autores han descrito especies bacterianas 
productoras de histamina aisladas de pescado, tales como: Aeromonas hydrophila en 
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caballa (Middlebrooks y col., 1988), Staphylococcus xylosus en semiconservas de anchoas 
(Rodriguez Jerez y col., 1994), M. morganii, H. alvei y K. pneumoniae en atún congelado 
(Taylor y Speckhard, 1983). E. aerogenes (Taylor, 1986), Raoultella planticola (Taylor y 
col., 1979), P. damselae (antes llamado P. histaminum) (Okuzumi y col., 1994) y 
Photobacterium phosphoreum en caballa (Morii y col., 1988).También C. freundii, E 
.cloacae, P. vulgaris y P. mirabilis, aislados de diferentes tipos de pescado, se 
identificaron como productoras de histamina (Kim y col., 2003). Sin embargo 
Stenotrophomonas Maltophilia, que es un débil formador de histamina, posee una doble 
actividad en el deterioro del pescado: por un lado es altamente proteolítica y por otra parte 
es fuertemente productora de cadaverina (Ben-Gigirey y col., 2002).  
1.2.5. Streptococcus parauberis 
El género Streptococcus está constituído por bacterias Gram-positivas y catalasa 
negativas con forma de coco, no móviles y agrupadas en cadenas. Se encuentran dentro del 
grup de las “bacterias ácido lácticas” pues producen ácido láctico durante la fermentación 
de los carbohidratos. Los estreptococos se clasifican serológicamente, en base a los 
precipitados que producen, en los denominados grupos Lancefield. Así, en esta 
clasificación se pueden encontrar las distintas especies que producen enfermedades en el 
ser humano. En el grupo A se encuentra Streptococcus pyogenes, que es el responsable de 
faringoamigdalitis, escarlatina, piodermitis, septicemias, endocarditis y síndrome del shock 
tóxico. Los estreptococos beta hemolíticos de los grupos C y G (Streptococcus equi y 
Streptococcus cariis) producen endocarditis. Los β hemolíticos del grupo B (Streptococcus 
agalactiae y Streptococcus uberis) son muy importantes como agentes etiológicos de 
mastitis en vacas, aunque también pueden producir sepsis y meningitis neonatal. El gamma 
hemolítico del grupo D (Streptococcus faecalis) produce endocarditis, sepsis, meningitis e 
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infección urinaria. Igualmente, el α hemolítico (Streptococcus viridans) de los grupos K y 
H (Streptococcus salivarías, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis) produce 
endocarditis, y Streptococcus mutans caries dental.  
Streptococcus uberis está considerado un patógeno ambiental causante de una gran 
parte de las mamitis o inflamaciones de la glándula mamaria que afectan sobre todo al 
ganado vacuno y por consiguiente influye en la calidad de la leche, produciendo así 
importantes pérdidas económicas en los productores y en la industria lechera. Dentro de 
esta especie se han diferenciado dos tipos: S. uberis propiamente dicho y S. uberis tipo II o 
Streptococcus parauberis (Williams y Collins, 1990). S. parauberis, además de ser aislado 
en muestras de leche procedentes de vacas con mamitis, también se conoce por ser el 
causante de estreptococosis en peces, una infección que se produce en ciertos pescados de 
acuicultura como lenguado (Nho y col., 2009) o rodaballo (Domenech y col., 1996). 
Aunque S. parauberis no es un patógeno humano sino una especie bacteriana 
relacionada con enfermedades en otros animales, recientemente se ha aislado de ciertos 
productos cárnicos alterados envasados en atmósfera modificada (Koort y col., 2006), 
junto con otras bacterias lácticas de productos acuáticos y cárnicos (Najjari y col., 2008), y 
más recientemente de un producto artesanal tipo jamón cocido y envasado en atmósfera 
modificada (Vasilopoulos y col., 2010). Tanto el envasado a vacío como el envasado en 
atmósfera modificada generalmente se combinan con refrigeración y otras técnicas de 
procesamiento que no conllevan tratamientos térmicos o estos son muy débiles con el fin 
de comercializar los productos con unas mejores propiedades organolépticas (Phillips, 
1996), por lo que en muchos de estas productos sigue existiendo riesgo microbiológico, 
asociado a la posible presencia de este microorganismo. 
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1.3. Detección e identificación bacterianas en alimentos de 
origen marino 
1.3.1. Métodos clásicos 
El estudio de la alteración microbiana post-mortem de los alimentos de origen 
marino se ha basado tradicionalmente, por una parte, en el aislamiento e identificación 
microbianos mediante técnicas clásicas de cultivo tradicional y por otra parte, en la medida 
de metabolitos como TMA, H2S, aminas biógenas, bases volátiles, etc. Los métodos 
clásicos sirven para la determinación del contenido total bacteriano o la detección de la 
presencia de un patógeno particular. En medios selectivos pueden ser identificadas y 
seleccionados ciertos géneros y especies mediante sus propiedades fenotípicas, 
morfológicas y bioquímicas. La identificación fenotípica se basa en la comparación directa 
de características fenotípicas de bacterias desconocidas con cultivos tipo, en donde la 
capacidad de identificación es directamente proporcional al número de características 
similares. Cuando se clasifican e identifican microorganismos por métodos tradicionales se 
tienen en cuenta todas las características analizadas, pero son algunas de esas 
características las que realmente permiten hacer una primera identificación, tales como la 
morfología (tinción Gram), crecimiento en presencia o ausencia de aire, crecimiento en 
determinados tipos de medios, pruebas de catalasa u oxidasa (Duerden y col.,1998). 
Después se emplean otras técnicas para una mejor aproximación a la identificación 
bacteriana como la observación a microscopio o a nivel macroscópico: morfología de la 
colonia, tipo de hemólisis, requerimientos de crecimiento o otros test bioquímicos como 
hidrólisis del piruvato, aminopeptidasa, ureasa, indol, oxido-fermentación, prueba de la 
coagulasa etc. Para hacer más rápidos estos tests existen en el mercado sistemas o galerías 
multipruebas, donde se lleva a cabo inoculación, incubación y lectura. Con estos tests es 
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posible clasificar microorganismos a nivel de género e incluso a nivel de la especie a la que 
probablemente pertenecen. Sin embargo los métodos de identificación bacteriana 
convencionales requieren tiempos largos y la identificación está limitada por pruebas que 
muchas veces no permiten una identificación fiable. 
Hoy en día, la detección e identificación precoz de microorganismos patógenos y 
alterantes en cualquier alimento, y en productos marinos en concreto, es de gran 
importancia para determinar el riesgo microbiológico y asegurar la calidad de dichos 
alimentos. Para una detección rápida y predicción de la estabilidad de productos 
alimentarios durante el almacenamiento es necesario identificar las especies bacterianas, 
que alteran la calidad o que son patógenas. Es por ello que en los últimos tiempos se ha 
puesto de manifiesto la necesidad de disponer de métodos sensibles y rápidos de detección 
e identificación microbianas (Barros Velazquez y col., 2002). Así, en los últimos años el 
diagnóstico molecular ha experimentado una importancia creciente en la detección rápida e 
identificación de microorganismos patógenos y específicamente alterantes en el ámbito 
alimentario en general, y en el de los productos marinos, en particular.  
En relación a la investigación de bacterias productoras de aminas biógenas, diversos 
autores han aplicado métodos microbiológicos, bioquímicos, enzimáticos, cromatográficos 
o genéticos en su estudio. Así, se han descrito diferentes métodos para el análisis y 
determinación del contenido en aminas biógenas de los alimentos (HPLC, etc). Sin 
embargo estos métodos sirven en el mejor de los casos para conocer la concentración de 
las aminas en cuestión, sin que sea ya posible intervenir para evitar su presencia en el 
alimento. Sólo los métodos microbiológicos permiten detectar precozmente la presencia de 
bacterias productoras de aminas biógenas y, como consecuencia, la posibilidad de evitar su 
desarrollo y la formación de aminas biógenas.  
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Se han descrito medios de cultivo especiales para la detección de bacterias 
productoras de aminas biógenas. Se trata de medios suplementados con el correspondiente 
aminoácido precursor de la amina y un indicador de pH. Cuando se descarboxila el 
aminoácido y se genera la amina correspondiente, se produce una alcalinización del medio, 
lo que da lugar a un viraje del indicador de pH y por consiguiente, permite una rápida 
detección visual. Sin embargo, algunas bacterias originan una excesiva producción de 
ácido que neutraliza la alcalinización producida por la síntesis de la amina, lo que da lugar 
a falsos negativos en un número considerable de casos. Así, el medio de Niven contiene 
histidina entres sus componentes y se ha utilizado desde su desarrollo para aislar bacterias 
productoras de histamina (Niven y col., 1981). (Yoshinaga y Frank, 1982) modificaron la 
composición y el pH del medio de Niven, para que también creciesen bacterias sensibles al 
ácido. (Choudhury y col., 1990) diseñaron un medio que detectaba la descarboxilación. El 
mayor inconveniente de estos medios es que pueden dar falsos positivos debido a la 
formación de otros compuestos alcalinos; aunque realmente sí son muy útiles para realizar 
un primer cribado de cepas que poseen actividad aminoácido descarboxilasa. 
Posteriormente, las cepas aisladas como potencialmente productoras de histamina se 
pueden identificar mediante diferentes pruebas bioquímicas o tests fenotípicos. La 
potencial producción de histamina se puede confirmar con diversas técnicas analíticas: 
cromatografía (HPLC, en capa fina), fluorimetría, electroforesis capilar, etc. 
1.3.2. Métodos genómicos 
Los métodos de identificación de especies bacterianas basados en el análisis del 
ADN se pueden clasificar principalmente en dos grupos: métodos que requieren la 
hibridación del ADN y métodos basados en la amplificación del ADN. Los métodos de 
hibridación se basan en la detección del anillamiento de dos moléculas de ADN 
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monocatenarias (ssADN) muy similares o incluso idénticas. Una sonda de ADN 
monocatenario previamente marcada, se combinará con una molécula diana de ADN 
complementaria, en caso de estar presente en el extracto preparado a partir del producto 
marino. La molécula de ADN utilizada como sonda ha de ser característica de la especie 
bacteriana cuya presencia en el producto alimentario se está investigando. De forma 
alternativa, se pueden utilizar sondas de ADN frente a moléculas de ADN diana menos 
específicas, comunes para un grupo de bacterias. De entre este grupo de métodos, los 
ensayos de hibridación dot-blot tienen aplicaciones destacables para identificar bacterias en 
productos de origen marino. Tal es el caso de la detección precoz mediante hibridación 
ADN/ADN dot-blot reversa de H. alvei, E. aerogenes y S. maltophilia, como principales 
responsables de la formación de aminas biógenas en túnidos (Ben-Gigirey y col., 2002). 
Sin embargo, son los métodos basados en la amplificación del ADN los preferidos 
a la hora de realizar este tipo de análisis, ya que los ensayos basados en la hibridación del 
ADN son especialmente tediosos. Se amplifica por la técnica de PCR (Reacción en Cadena 
de la Polimerasa) específicamente un fragmento de ADN diana bien definido, cuyos 
extremos presentan una secuencia perfectamente conocida. En este caso los productos de 
amplificación obtenidos pueden ser posteriormente analizados mediante distintos métodos, 
tales como, análisis de restricción (RFLP), secuenciación, etc. Este método puede ser 
aplicado a la detección simultánea de la presencia de más de una especie bacteriana. La 
detección de los productos de amplificación y de sus productos de restricción se lleva a 
cabo directamente mediante una electroforesis horizontal en un gel de agarosa o de 
poliacrilamida.  
La técnica de la PCR consiste en calentar una solución que contiene el molde 
bicatenario, de modo que se desnaturalice para dar lugar a ADN monocatenario. A 
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continuación, se rebaja la temperatura para que los cebadores se unan a los extremos de las 
cadenas simples (anillamiento). Posteriormente se sube la temperatura para que la 
polimerasa se active, sintetice una nueva hebra, y cada cadena simple constituya una 
cadena doble, finalizado lo cual se vuelve a subir la temperatura para que el ADN 
bicatenario recién constituido se desnaturalice, generando ADN monocatenario, 
reiniciando el ciclo. La técnica de la PCR es el método de detección de secuencias de ADN 
más sensible conocido hasta la fecha (Wolf y col., 1999) (Ciriza y col., 2001). Es una 
técnica para la síntesis “in vitro” de secuencias específicas de ADN. Es una forma muy 
simple y muy rápida de multiplicar el ADN molde presente en diferentes muestras 
biológicas, obteniéndose millones de copias de una determinada secuencia de ADN, hasta 
hacer posible su detección mediante una simple electroforesis submarina horizontal en gel 
de agarosa. En poco tiempo, esta técnica ha conseguido ser ampliamente utilizada, no sólo 
en el campo de la genética molecular, sino en otras muchas ciencias, tal es el caso de la 
ciencia y tecnología de los alimentos (Matsunaga y col., 1999). 
El inventor de esta interesante técnica fue Kary Mullis por la cual se le adjudicó el 
Premio Nobel de Química en 1993. Utilizó la PCR para la amplificación del gen de la β-
globina humana (Mullis y col., 1986; Mullis y Faloona, 1987) y el diagnóstico prenatal de 
la anemia falciforme (Saiki y col., 1985). Desde entonces la PCR ha revolucionado todos 
los campos en los que se contempla el estudio y manipulación de los ácidos nucleicos.  
El ADN, a diferencia de otros materiales biológicos como las proteínas o el ARN, 
no se degrada cuando los alimentos son sometidos a tratamientos físicos, químicos, 
térmicos o a altas presiones, procesos habituales en las industrias agroalimentarias. Así se 
puede analizar ADN incluso en muestras altamente procesadas y/o degradadas. Mullis se 
basó en la replicación de ADN en los organismos eucariotas realizada por la ADN 
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polimerasa. Estas enzimas realizan la síntesis de una cadena complementaria de ADN en el 
sentido 5’->3’ usando un molde de cadena sencilla, pero a partir de una región de doble 
cadena. Para crear esta región doble cadena se usan los denominados cebadores (primers). 
Son una pareja de oligonucleótidos sintentizados de manera que sean complementarios a 
cada uno de los extremos 3’ del fragmento de ADN que se desea amplificar. 
Así, mediante la amplificación del ADN se consigue aumentar de forma exponencial 
la cantidad inicial de ADN (Figura 5), gracias a la repetición cíclica de una serie de pasos 
(desnaturalización, anillamiento y elongación o extensión) en los que se combinan tiempos 
y temperaturas. El tiempo, la temperatura y el número de ciclos son factores determinantes 
en los resultados de la PCR, por lo tanto modificándolos podemos optimizar la reacción.  
El proceso se lleva a cabo en un termociclador (Figura 6), un equipo que realiza los 
ciclos en los tiempos y temperaturas programados de forma exacta. 
 
Figura: 5. Amplificación exponencial de la PCR. 




Figura 6: Termocicladores convencionales y de gradiente 
La detección de los productos de la PCR se realiza normalmente mediante 
electroforesis en gel de agarosa (Figura 7). 
 
 
Figura 7: Preparación de la electroforesis de agarosa. 
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Figura 8: Etapas de la reacción en cadena de la polimerasa. 
En la Figura 8 se puede apreciar de forma detallada las tres etapas que componen 
cada ciclo de la PCR. 
En la reacción de PCR intervienen como componentes de la reacción: el ADN molde 
bicatenario, los cebadores, los nucleótidos y la ADN−polimerasa. En el caso concreto de 
los productos de la pesca se han puesto a punto métodos moleculares de identificación 
rápida y precoz de bacterias patógenas y alterantes, mediante PCR dirigida al 16S ADNr 
(Romero y Navarrete, 2006), como por ejemplo, la detección de M. morganii en 
concentraciones inferiores a 10 UFC/g, principal responsable de la intoxicación 
histamínica en túnidos (Kim y col., 2003). 
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La secuencia nucleotídica del gen 16S ADNr se ha investigado en un gran número 
de especies, pero otras zonas del ARN también se están considerando para la identificación 
bacteriana. Tal es el caso de los genes 23S, la zona entre el gen 16S-23S (ITS, Intergenic 
space regions) u otros como rpoB (subnidad β de la ARN polimerasa) y gyrB (subunidad β 
de la ADN girasa).  
Recientemente se ha introducido la RTi-PCR (PCR en Tiempo Real) para la 
detección y cuantificación de las principales bacterias causantes de intoxicaciones 
alimentarias. Su principal característica es que permite no sólo detectar sino también 
cuantificar la cantidad de ADN de una determinada bacteria o grupo de bacterias que se 
pretenden identificar. Así, un gran número de procedimientos de RTi-PCR se han 
desarrollado con este fin para Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 
o Leuconostosc mesenteroides (Alarcon y col., 2006; Elizaquivel y col., 2008; Hein y col., 
2001; Malorny y col., 2004; Nogva y col., 2000).  
 
1.3.2.1. Metódos genómicos en la identificación de Bacillus  
En el caso de la detección e identificación de Bacillus spp. también se emplean técnicas 
basadas en el uso de la PCR para su identificación basada en el gen 16S ADNr (Wattiau y 
col., 2001) y también se combina con el análisis con enzimas de restricción (Wu y col., 
2006). En algunos casos como en la diferenciación de B.cereus de B. thuringiensis (Chen y 
Tsen, 2002; Priest y col., 1994) y en el caso de B. subtilis de B. amyloliquefaciens (Wang y 
col., 2007) surge la dificultad de diferenciar esas especies entre sí, debido a la similitud de 
las secuencias nuclueotídicas en el gen 16S ADNr. Esto ha provocado una atención 
creciente hacia otras secuencias genéticas como el gen rpoB (Wu y col., 2006). Por otra 
parte se han desarrollado otros métodos basados en la PCR en tiempo real, en concreto 
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sondas TaqMan para el gen 16S ADNr para detectar y cuantificar bacterias del grupo B. 
cereus (Martinez-Blanch y col., 2009; Reekmans y col., 2009). 
 
1.3.2.2. Métodos genómicos para la identificación de bacterias productoras de 
histamina 
A las dificultades inherentes a la detección de cepas productoras de aminas biógenas 
en medio de cultivo se une su lentitud. Todo ello ha conducido a la introducción de 
técnicas rápidas de biología molecular basadas en la hibridación del ADN (Ben-Gigirey y 
col., 2002) y especialmente la PCR para la detección e identificación de bacterias 
productoras de aminas biógenas (Kim y col., 2003). La rapidez y sensibilidad de la PCR 
para la identificación de microorganismos (aplicable también a bacterias productoras de 
histamina) es importante para prevenir la acumulación de esta amina biógena en alimentos. 
Diferentes oligonucleótidos cebadores han sido descritos para detectar los genes que 
codifican para histidín descarboxilasa en este grupo de microorganismos (Marcobal y col., 
2006). 
Otras técnicas que se han desarrollado en los últimos años, tales como Real-Time 
PCR, complementan a la PCR convencional permitiendo la cuantificación. Así, esta 
técnica añadida permite detectar y cuantificar directamente las bacterias productoras de 
histamina aisladas de pescado, por lo que se puede reducir sensiblemente el tiempo de 
detección de dicha microbiota y determinar sus niveles en el alimento (Fernandez y col., 
2006). 
Sin embargo, las técnicas moleculares tienen algunas limitaciones pues se necesita 
alguna información a priori de la secuencia, la replicación del ADN puede estar inhibida 
por varios componentes presentes en el extracto, pueden aparecer falsos negativos debido a 
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mutaciones que impiden la unión de uno o ambos primers, o incluso falsos positivos por 
contaminación de las muestras. 
 
1.3.2.3. Métodos genómicos en la identificación de Streptococcus parauberis 
En el caso de la identificación de estreptococos, se han propuesto herramientas 
moleculares como el ribotipado y el análisis de secuencias de otros genes diana (Schlegel y 
col., 2003). Aunque fenotipicamente no se pueden distinguir, la diferenciación entre S. 
parauberis frente a S. uberis se consigue mediante la secuencianción del gen 16S rADN 
(Williams y Collins, 1990).  
Más recientemente los microarrays de ADN están siendo una herramienta común 
en muchas áreas de la investigación microbiana tanto en el campo del diagnóstico clínico 
como en el sector alimentario (Mohania y col., 2008) (Neethirajan y Jayas, 2011). Esta 
técnica novedos, permite permite hibridar múltiples muestras de ADN simultáneamente, lo 
que abre el camino para el cribado de un número muy amplio de cepas y especies 
microbianas patógenas y alterantes en alimentos. 
1.3.3.  Métodos proteómicos 
En los últimos años se han desarrollo una variedad de métodos de identificación 
basados en el análisis de proteínas para la identificación de especies bacterianas tanto en el 
área de medicina como en productos alimentarios.  
Así, las técnicas inmunológicas son procedimientos analíticos basados en la reacción 
específica entre un antígeno y su correspondiente anticuerpo. En la técnica de ELISA 
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) se conjugan el anticuerpo específico con una 
enzima que, en presencia del sustrato adecuado, genera color, lo que permite detectar y 
cuantificar el antígeno. Estos métodos se utilizan para identificar bacterias patógenas como 
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Salmonella, Escherichia y Listeria, entre otras (Jay y col., 2005). 
Recientemente, se han venido utilizando nuevas metodologías basadas en el análisis 
de proteínas. Tal es el caso de la espectrometría de masas. Estas técnicas incluyen la 
identificación de péptidos obtenidos por la digestión de las proteínas, utilizando 
espectrometría de masas, así como la secuenciación de Novo utilizando espectrometría de 
masas en tándem (MS/MS). En el caso concreto de la identificación bacteriana, se ha 
estudiado el proteoma de diversas bacterias y se han definido biomarcadores al nivel de 
género, de especie o incluso de cepa (Holland y col., 1999; Demirev y col., 2004; 
Fagerquist y col., 2005; Russell, 2009).  
En otros estudios se ha puesto a punto la identificación de especies bacterianas por 
espectrometría de masas utilizando el perfil de masas de proteínas extraíbles de bajo peso 
molecular (menores de 15,000 Da), optimizando diversas metodologías de extracción  
(Mazzeo y col., 2006). A este efecto se utiliza un espectrómetro de masas con fuente de 
ionización de MALDI (desorción/ionización láser asistida por matriz), que produce, con 
gran sensibilidad, iones de péptidos y proteínas con carga 1+, siendo, por tanto, directo el 
cálculo del peso molecular  
1.3.3.1. Análisis MALDI-TOF  
La técnica Matrix Assisted Laser Desorption Ionizacion-Time of Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS) ha sido presentada como un método rápido y simple 
para la diferenciación bacteriana, debido a su rapidez, coste reducido y la sencillez en la 
preparación de la muestra, en comparación con las técnicas tradicionales (Seng y col., 
2009; van Baar, 2000).  
El procedimiento para la identificación bacteriana por MALDI-TOF MS en 
alimentos consta de varias etapas. Primero se lleva a cabo la preparación de la muestra; 
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en ella las bacterias se aíslan de los alimentos y se cultivan con el fin de obtener cultivos 
puros y colonias aisladas. Posteriormente las células bacterianas son lisadas mediante 
un solvente orgánico y un ácido fuerte, siendo ACN (acetonitrilo) y TFA (ácido 
trifluoroacético) los más frecuentemente utilizados. Tras centrifugar, una porción del 
sobrenadante se mezcla con la matriz orgánica, habitualmente ácido alfa-ciano-4-
hidroxicinámico. La mezcla matriz-muestra se deposita en una superficie de acero 
(Figura 9) de tal forma que ambas cristalizan conjuntamente cuando se evapora el 
solvente. La mezcla es irradiada entonces con un láser (radiación UV de 337 nm), lo 
que provoca que la matriz absorba dicha energía y se la trasfiera a la muestra 
provocando su ionización. El área irradiada, de unas pocas micras, se calienta dando 
lugar a la deserción de los iones de fase sólida a fase gaseosa. La muestra ionizada y 
vaporizada crea una densa nube de gas entre los electrodos. El campo eléctrico aplicado 
se emplea para acelerar la muestra hasta el detector. Los iones más ligeros experimentan 
una mayor aceleración, se desplazan más rápidamente y son detectados en primer lugar. 
Como consecuencia de este proceso, el detector genera el perfil o huella química 
específica de esa muestra.  
 
Figura 9: Placa de acero inoxidable utilizada en el análisis MALDI-TOF 
La figura 10 representa un esquema de dicha técnica. 
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Figura 10: Esquema de la técnica MALDI-TOF MS 
Una vez obtenidos los perfiles espectrales para cada cepa bacteriana (ver un 
ejemplo en la Figura 11), se procede al análisis de todos los resultados obtenidos. Los 
espectros se procesan con el programa Data Explorer (Applied Bosystems) y las listas 
de masas obtenidas para cada muestra se procesan con la aplicación SPECLUST 
(http://bioinfo.thep.lu.se/speclust.html) (Alm y col., 2006) 
 
Figura 11: Ejemplo espectro de P. mirabilis obtenido tras el análisis MALDI-TOF 
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Los perfiles espectrales obtenidos mediante MALDI-TOF MS son altamente 
selectivos para cada especie bacteriana, produciendo fingerprints específicos que 
permiten la diferenciación de los microorganismos en géneros, especies e incluso cepas 
(Bright y col., 2002). La identificación bacteriana mediante MALDI-TOF MS se basa 
en la comparación de espectros de cepas desconocidas con una librería de cepas de 
referencia. Muchos trabajos se han centrado en la creación de bases de datos espectrales 
para un amplio número de cepas bacterianas (Dare, 2006; Erhard y col., 2008). Sin 
embargo, el reto fundamental de esta técnica consiste en mejorar la actual limitada 
disponibilidad de perfiles microbianos en bases de datos de referencia. Además, la 
mayoría de estudios de diferenciación microbiana por MALDI-TOF MS están dirigidos 
al diagnostico clínico de cepas bacterianas asociadas con enfermedades humanas, 
existiendo pocos trabajos en el campo de la microbiología de los alimentos (Mazzeo y 
col., 2006).  
Para llevar a cabo el análisis de los espectros no se necesita identificar las 
proteínas, sino que lo relevante es la presencia o ausencia de algunos picos específicos 
y, puesto que cada muestra puede exhibir un patrón específico de picos, el resultado, 
muy frecuentemente, es la obtención de un perfil especie–específico para cada cepa 
bacteriana.  
En los últimos años, diversos estudios han demostrado la viabilidad del uso de 
MALDI-TOF MS para la identificación de microorganismos (Sauer y col., 2008; 
Freiwald y Sauer, 2009; Seng y col., 2009; Welker, 2011). Así, la detección y la 
comparación de los patrones de masas proteicas se ha convertido en una herramienta 
útil para la identificación rápida de bacterias, debido a la alta especificidad de los 
perfiles de masa obtenidos. Estudios recientes en el ámbito alimentario se han aplicado 
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a patógenos transmitidos por los alimentos. Estos trabajos han abordado la clasificación 
e identificación de un amplio rango de patógenos que causan intoxicaciones 
alimentarias, como Aeromonas hydrophila, Arcobacter, Campylobacter, Clostridia, 
Listeria, Salmonella, Staphylococcus spp., Vibrio parahaemolyticus, Yersinia spp., 
Cronobacter spp. o Bacillus spp (Dieckmann y col., 2005; Donohue y col., 2006; 
Carbonnelle y col., 2007; Lasch y col., 2009; Dubois y col., 2010; Kiehntopf y col., 
2011). En otros estudios recientes desarrollados en nuestro laboratorio se ha creado una 
base de datos de espectros con las principales especies bacterianas patógenas y 
alterantes en pescado y productos a base de pescado (Böhme y col., 2010a; Böhme y 
col., 2010b). Estos estudios han incluido géneros como Acinetobacter, Aeromonas, 
Bacillus, Carnobacterium, Listeria, Pseudomonas, Shewanella, Staphylococcus, 
Stenotrophomonas, Vibrio y diversos géneros de la familia Enterobacteriaceae. Estos 
estudios abren el camino hacia el diagnóstico precoz mediante proteómica de las 




























Objetivos   
45 
2.1. Objetivo general  
Esta tesis tiene como objetivo central el desarrollo de técnicas moleculares, basadas 
en la genómica y en la proteómica, para la identificación rápida de microorganismos 
patógenos y alterantes en productos de la pesca frescos y elaborados. Para ello se han 
considerado algunas de las especies microbianas de mayor relevancia en este ámbito, al ser 
potencialmente comprometedoras de la seguridad alimentaria. Como dianas moleculares se 
han considerado el gen 16S ADNr, el cual ha sido sometido a amplificación, secuenciación 
y análisis filogenético, así como la fracción del proteoma intracelular inferior a 15 kDa. 
Ambas estrategias, basadas en el análisis genético y proteómico, se combinan en este 
estudio con el fin de evaluar sus ventajas, limitaciones y complementariedad. Asimismo el 
análisis filogenético se ha utilizado como herramienta de apoyo para el desarrollo de 
técnicas proteómicas alternativas a los métodos genéticos para el diagnóstico precoz de 
especies patógenas y alterantes en productos de la pesca y acuicultura 
 
2.2. Objetivos específicos  
I. Identificar y caracterizar por vez primera las principales bacterias productoras de 
histamina aisladas de dos especies acuícolas de alto valor comercial: rodaballo y 
besugo de acuicultura. Para ello se recurrirá a la PCR y secuenciación, 
procediendo asimismo a la definición de biomarcadores proteicos para su 
identificación rápida mediante MALDI-TOF MS. 
II. Desarrollar una base de datos con los perfiles espectrales de MALDI-TOF MS 
de las principales bacterias responsables de la intoxicación histamínica por 
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alimentos. Dicha base de datos pretende ser de utilidad en la prevención de la 
formación de histamina y en el diagnóstico rápido del microorganismo causante 
en una crisis alimentaria. 
III. Identificar y caracterizar específicamente Streptococcus parauberis alterantes y 
aislados por vez primera de productos marinos pasteurizados y envasados al 
vacío. Dicho objetivo se abordará mediante análisis fenotípico, análisis 
genómico y mediante MALDI-TOF MS, con el fin de definir biomarcadores que 
permitan su identificación rápida. 
IV. Desarrollar un método para la detección y cuantificación de Bacillus cereus, 
Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, microorganismos patógenos y/o 
alterantes aislados de productos marinos pasteurizados. Para ello se recurrirá a la 
técnica de PCR en Tiempo Real, diseñando cebadores y sondas TaqMan 
específicos.  
V. Aplicar la técnicas MALDI-TOF MS y el análisis de polimorfismos (SNPs) en el 
gen 16S ADNr para la identificación y clasificación de especies de Bacillus de 
relevancia en la industria alimentaria. Dichas técnicas se compararán con la 





































3.1. CAPÍTULO 1 
Caracterización de bacterias productoras de histamina aisladas de 
besugo (Pagellus bogaraveo) y rodaballo de acuicultura (Psetta maxima) 
Characterisation of histamine-producing bacteria from farmed blackspot 
seabream (Pagellus bogaraveo) and turbot (Psetta maxima). 
Inmaculada C. Fernández-No, Karola Böhme, Pilar Calo-Mata, Jorge Barros-Velázquez 
Publicado en International Journal of Food Microbiology. Volumen 151, nº 2, páginas de 
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RESUMEN 
Rodaballo (Psetta maxima) y besugo (Pagellus bogaraveo) son dos de las más 
importantes especies emergentes en la acuicultura europea. Sin embargo hasta el momento 
no se ha publicado información alguna en relación a la presencia y desarrollo de bacterias 
productoras de histamina en ellos. El objetivo de este trabajo ha sido aislar e identificar las 
principales bacterias productoras de histamina en rodaballo y besugo de acuicultura. Con 
este fin, se seleccionaron de manera preliminar en medio de Niven, 24 cepas microbianas 
(12 de rodaballo y 12 de besugo). Dos de estos aislamientos fueron confirmados como 
productores prolíficos de histamina mediante HPLC. Así, Pseudomonas fragi (aislada de 
rodaballo) y Pseudomonas syringae (aislada de besugo) produjeron 272±69 ppm y 173±45 
ppm de histamina in vitro, respectivamente, tras incubación a 30 °C/24 h. Mientras que los 
filetes de rodaballo demostraron ser bastante resistentes a la formación de histamina a 
temperaturas inferiores a 10 °C, los filetes de besugo inoculados con P. syringae o la 
especie productora de histamina Morganella morganii acumularon 696±84 y 760±59 ppm 
de histamina, respectivamente, en esas condiciones. La identificación genética basada en la 
secuencia del gen 16S ADNr se llevó a cabo en paralelo con el análisis mediante Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF 
MS) de los perfiles espectrales de masas característicos de las cepas. La identificación 
bacteriana se logró por la detección de seis picos de masa específicos a nivel de especie en 
el rango de 2534-7183 m/z y 2536-9113 m/z para P. fragi y P. syringae, 
respectivamente.Asimismo, seis picos específicos de género y con valores de masas en el 
rango de 2218-4434 m/z fueron compartidos por ambas cepas.  
 
 






















































































3.2. CAPÍTULO 2 
Caracterización diferencial de bacterias productoras de aminas biógenas 
relacionas con intoxicaciones histamínicas mediante espectrometría de 
masas MALDI-TOF.  
Differential characterization of biogenic amine-producing bacteria 
involved in food poisoning using MALDI-TOF mass fingerprinting 
Inmaculada C. Fernández-No, Karola Böhme, José M. Gallardo, Jorge Barros-Velázquez, 
Benito Cañas, Pilar Calo-Mata 
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RESUMEN 
La intoxicación histamínica es un sindrome de origen alimentario producido por el 
consumo de alimentos con niveles elevados de esta amina biógena. Se asocia comúnmente 
con el consumo de pescados escómbridos (atún, albacora, listado, bonito, caballa, etc.), de 
ahí el nombre “envenenamiento o intoxicación por escómbridos” con el que se le 
denomina frecuentemente debido a que fue donde primero se detectó. Sin embargo, la 
intoxicación histamínica también puede ser debida al consumo de pescados no 
escómbridos como anchoas, sardinas, arenques, etc., o de otros alimentos como quesos, 
productos cárnicos, vino, etc. Los síntomas que produce son de naturaleza básicamente 
neurológico-cutánea y gastrointestinal ejerciendo asimismo acción sobre el aparato 
cardiovascular, músculo liso y glándulas endocrinas.  
La histamina es un producto secundario del metabolismo de ciertas bacterias que 
están presentes en el alimento, produciéndose dicha amina biógena por acción de la enzima 
histidin descarboxilasa, que transforma la histidina del músculo del pescado en histamina. 
Para evitar esta intoxicación y con el fin de prevenir la formación de histamina, es 
importante la detección e identificación rápidas de las bacterias responsables de producir 
ésta y otras aminas biógenas. 
En este estudio se aplicó por vez primera la técnica Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) con el fin de 
obtener los espectros de masas de las 16 principales bacterias productoras de aminas 
biógenas (mayoritariamente histamina) descritas a nivel internacional. Los resultados 
obtenidos mostraron que las cepas bacterianas analizadas poseían perfiles espectrales 
específicos, lo que permitió su diferenciación inequívoca. Por medio de esta técnica 
también se identificaron picos comunes a ciertos grupos de bacterias. Así, dos picos de 
proteínas con masas 4182 ±1 y 8363±6 m/z resultaron estar presentes en todas las especies 
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de Enterobacterias analizadas excepto en Morganella morganii. Picos con masas 3635±1 y 
7267±2 m/z resultaron asimismo específicos de M. morganii y Proteus spp. Las bacterias 
productoras de aminas biógenas pertenecientes al género Proteus exhibieron tres picos 
específicos de género en 3980, 7960±1 y 9584±2 m/z. El género Photobacterium también 
mostró tres picos específicos de género 2980±1, 4275±1 y 6578±1 m/z. Las dos bacterias 
Gram-positivas, Lactobacillus sp. 30A y Staphylococcus xylosus, mostraron un escaso 
número de picos de proteínas entre 2000-7000 m/z, pudiendo ser fácilmente diferenciables 
de las bacterias productoras de aminas biógenas Gram negativas. El análisis filoproteómico 
también mostró una buena correlación con respecto al análisis filogenético basado en la 
secuencia del gen 16S ADNr. 
El enfoque descrito en este estudio abre el camino hacia la identificación rápida y 
específica de las principales bacterias productoras de aminas biógenas en base a 
marcadores proteicos, con el objetivo final de prevenir la intoxicación alimentaria asociada 
al consumo de alimentos con altos niveles de histamina. 
 
 



























































3.3. CAPÍTULO 3 
Aislamiento y caracterización de Streptococcus parauberis aislado 
de un producto marino refrigerado y envasado al vacío 
Isolation and characterization of Streptococcus parauberis from 
vacuum-packaging refrigerated seafood products 
I.C. Fernández-No, K. Böhme, P. Calo-Mata, B. Cañas, J.M. Gallardo, J. Barros-
Velázquez  










Streptococcus parauberis es un agente etiológico de mastitis en vacas y también de 
estreptococosis en peces de acuicultura, aunque su presencia en alimentos rara vez se ha 
observado. En este trabajo, dos aislados bacterianos se recuperaron de un producto 
elaborado a base de pescado envasado al vacío y refrigerado. Ambas cepas fueron 
identificadas por secuenciación del gen 16S ADNr, mostrando una homología del 99% con 
respecto a S .parauberis, siendo asimismo caracterizadas mediante MALDI-TOF MS 
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) El 
análisis genético reveló la homogeneidad clonal de los aislamientos y su agrupación junto 
a otras cepas de S. parauberis en un grupo diferente con respecto a las cepas pertenecientes 
a la especie S. uberis. El análisis proteómico mediante MALDI-TOF MS permitió la 
identificación de cinco picos de masas en el rango de 2200-6000 m/ z que resultaron ser 
específicos de la especie S. parauberis, permitiendo su identificación rápida y directa con 
respecto a otros patógenos y bacterias alterantes presentes en productos de origen marino y 
otros alimentos. Este estudio representa, a nuestro entender, la primera publicación sobre el 
aislamiento de S. parauberis en pescado en general y en productos marinos envasados al 
vacío, en particular. Además, proporciona un método rápido basado en MALDI-TOF MS 
para la identificación rápida de S. parauberis. 
 




















































3.4. CAPÍTULO 4 
Detección y cuantificación de Bacillus cereus, Bacillus subtilis y Bacillus 
licheniformis patógenos y alterantes de alimentos mediante PCR en 
tiempo real 
Detection and quantification of spoilage and pathogenic Bacillus cereus, 
Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis by real-time PCR 
I.C. Fernández-No, M. Guarddon, K. Böhme, A. Cepeda, P. Calo-Mata, J. Barros-
Velázquez 
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RESUMEN 
Bacillus cereus, Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis son especies bacterianas 
pertenecientes al género Bacillus, esporoformadoras y por lo tanto resistentes a 
tratamientos térmicos. De ahí que estas bacterias puedan estar presentes en alimentos tanto 
frescos como pasteurizados. En este trabajo se ha desarrollado una metodología basada en 
la técnica PCR en tiempo real para la detección y la cuantificación de dichas especies. Para 
ello se diseñaron oligonucleótidos específcos y una sonda tipo TaqMan. En el presente 
estudio se consideraron 48 cepas bacterianas pertenecientes a estas especies, extrayéndose 
el ADN y amplificándose un fragmento del gen 16S ADNr. Los amplicones se 
secuenciaron y las secuencias obtenidas se alinearon con secuencias de referencia del 
GenBank, seleccionándose secuencias consenso para las tres especies seleccionadas. 
Asimismo, con el fin de establecer el método de cuantificación se construyeron 2 curvas de 
RTi-PCR, una a partir de ADN extraído de cultivos de B. cereus diluidos en serie, así 
como una segunda curva con ADN extraído de un producto alimentario esterilizado e 
inoculado posteriormente con diluciones seriadas de B. cereus. Las curvas exhibieron 
valores de R2 de 0.9969 y 0.9958, respectivamente. La correlación linear entre log10 de la 
concentración de ADN y el valor del ciclo umbral de amplificación (Ct) se mantuvo en un 
rango de 1.65 × 101 CFU/mL hasta 1.65 × 106 CFU/mL para ambas curvas estándar. La 
especificidad de los oligonucleótidos y de la sonda fue testada con ADN extraído de cepas 
de B. cereus, B. licheniformis y B. subtilis, con los cuales se obtuvieron valores de Ct entre 
14 y 15, mientras que se detectaron amplificaciones inespecíficos de ADN extraído de 
otras especies bacterianas de interés alimentario a valores de Ct por encima de 28.5. A 
nuestro entender, este método representa el primer estudio de determinación simultáneda 
de B. cereus, B. licheniformis y B. subtilis patógenas o alterantes en productos 
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alimentarios, con el fin de prevenir y detectar precozmente su presencia en la cadena 
alimentaria. 













































3.5. CAPÍTULO 5 
Caracterización de Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Bacillus 
licheniformis por espectrometría de masas MALDI-TOF 
Characterisation and profiling of Bacillus subtilis, Bacillus cereus and 
Bacillus licheniformis by MALDI-TOF mass fingerprinting 
I.C. Fernández-No, K. Böhme, M. Díaz-Bao, A. Cepeda, J. Barros-Velázquez and P. Calo-
Mata 
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RESUMEN 
Las bacterias pertenecientes al género Bacillus, que incluye especies como Bacillus 
cereus, Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis, son patógenas y ampliamente 
consideradas como alterantes de los alimentos. El objetivo principal de este trabajo 
consistió en aplicar Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF) para la clasificación e identificación de estas especies de 
Bacillus. En este trabajo se consideró asimismo el análisis genético de polimorfismos 
(SNPs) en el gen 16S ADNr, y se comparó con los análisis filogenético y filoproteomico. 
Para ello, se estudió una colección de 52 cepas de Bacillus aisladas de alimentos frescos y 
procesados, así como diversas cepas de referencia de colecciones internacionales. Los 
espectros y las listas de masas resultantes se compararon, lo que permitió asignar picos 
característicos tanto a nivel de cepa como a nivel de especie bacteriana. Los resultados 
mostraron que la técnica MALDI-TOF aporta un enfoque complementario y más poderoso 
que la secuenciación del gen 16S ADNr en la clasificación correcta de las especies de 
Bacillus, sobre todo para diferenciar B. subtilis y B. cereus de B. amyloliquefaciens y B. 
thuringiensis, respectivamente. Tanto el análisis MALDI-TOF como el análisis de SNPs 
proporcionaron información valiosa, tanto a nivel intra e interespecíficas, en las especies 
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4.1. Caracterización de bacterias productoras de histamina 
aisladas de besugo (Pagellus bogaraveo) y rodaballo (Psetta 
maxima) de acuicultura  
La histamina se forma por la descarboxilación de la histidina libre presente en el 
pescado, debido a la acción de las bacterias que poseen el gen que codifica para la encima 
histidín descarboxilasa. La histamina es una amina biógena con un potencial altamente 
tóxico, produciendo una intoxicación conocida como “intoxicación histamínica”. La 
gravedad de los síntomas que produce en el consumidor está en función de la cantidad de 
histamina ingerida (Taylor, 1986). Una vez que la enzima histidín descarboxilasa se libera 
al medio extracelular puede estar activa en condiciones de refrigeración o incluso después 
de la descongelación, aunque las células bacterianas hubieran sido inactivadas previamente 
por congelación (Ben-Gigirey y col., 1998). Por otra parte, una vez que la histamina se 
forma, no puede ser eliminada por ningún tratamiento tecnológico del alimento, 
incluyendo la esterilización (Pan y James, 1985). Por lo tanto, es importante detectar e 
identificar las bacterias productoras de histamina en las especies de peces comerciales que 
contienen niveles significativos de histidina libre, como herramienta para prevenir la 
formación y acumulación de histamina.  
En este estudio, dos de las principales especies bacterianas productoras de 
histamina fueron aisladas de rodaballo y besugo de acuicultura. Aunque ambas especies de 
peces contienen concentraciones moderadas de histidina, aproximadamente el 0,35%, en 
sus tejidos musculares (NIFES, 2011), no hay información que los relacione con sucesos 
de intoxicación histamínica. Por otra parte, ambas especies acuícolas han adquirido 
últimamente gran atención debido a su alto valor comercial, lo que subraya la necesidad de 
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controlar los potenciales riesgos microbiológicos y por la tanto de seguridad alimentaria 
que puedan exhibir. 
Un estudio anterior (Alvarez y col., 2009) consideró herramientas moleculares para 
identificar presuntas bacterias productoras de histamina en besugo, pero dicho estudio fue 
preliminar, no confirmándose la producción de histamina no fue confirmada por HPLC. 
Por el contrario, en el presente estudio, la formación de histamina por parte de las dos 
cepas bacterianas aisladas de besugo y de rodaballo fue confirmada por HPLC. Esta 
técnica permitió descartar los falsos positivos producidos en el medio de detección de 
Niven, permitiendo la selección de las verdaderas bacterias productoras de histamina. 
Sorprendentemente, sólo 2 cepas de los 24 aislados seleccionados como positivos en el 
medio de Niven fueron confirmadas como verdaderas productoras de histamina. Ambas 
bacterias productoras de histamina pertenecían al género Pseudomonas, siendo este un 
grupo de microorganismos que a menudo está presente tanto en el pescado como en otros 
alimentos frescos, siendo causante de su deterioro. Así, estos microorganismos ya han sido 
propuestos como bacterias específicas del deterioro del pescado fresco refrigerado 
independiente del origen de los peces (Gram y Huss, 1996; Shewan y col., 1962). Aunque 
estudios previos han informado del aislamiento de bacterias productoras de histamina 
como Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens a partir de otras especies de peces 
(Kim y col., 2003), en el presente trabajo se identificó por primera vez P. fragi y P . 
syringae como principales bacterias productoras de histamina presentes en rodaballo y 
besugo de acuicultura, respectivamente. P. fragi fue anteriormente descrita por producir 
olores desagradables en pescado, como consecuencia de los ésteres etílicos producidos 
durante el metabolismo de glucosa (Miller y col., 1973). Como consecuencia de la falta de 
glucosa, dicha especie inicia la acción bacteriana sobre los aminoácidos de pescado 
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(Daalgard, 2006). 
La producción de histamina por ambas cepas fue moderada, alcanzando niveles 
superiores a 170 ppm y 270 ppm para P. syringae y P. fragi, respectivamente. Cabe 
destacar que P. syringae produjo más histamina que una de las principales bacterias 
productoras de histamina, E. aerogenes ATCC 13048. Ambas cepas mostraron un fenotipo 
proteolítico, confirmando así su posible actividad en el músculo de pescado post mortem, 
originando la degradación microbiana de las proteínas de pescado para producir 
aminoácidos, que a su vez pueden servir como sustratos para la formación de aminas 
biógenas. Sin embargo, este estudio demostró que el rodaballo es muy resistente a la 
formación de histamina, incluso después de su inoculación artificial con la prolífica 
productora de histamina M. morganii. Por lo tanto, con la inoculación en músculo de 
rodaballo, ya sea con P. fragi o M. morganii en los niveles y temperaturas de refrigeración 
consideradas por otros autores (Emborg y col., 2005), se llegó a niveles de histamina por 
debajo de 30 ppm después de seis días de almacenamiento a 10 °C y cinco días a 4 °C. 
Aunque ya se ha publicado anteriormente que la formación de histamina es más intensa 
con temperaturas de almacenamiento más altas (Kim y col., 2000), con los datos recogidos 
en este estudio se puede concluir que la presencia de bacterias productoras de histamina en 
rodaballo no representa un riesgo importante de intoxicación por histamina. Por el 
contrario, con la inoculación en músculo de besugo de P. syringae o M. morganii, se llegó 
a concentraciones de histamina de 696 y 760 ppm., respectivamente. Aunque estas 
concentraciones pueden considerarse moderadamente altas, hay que destacar que éstas se 
han obtenido a temperaturas de 10 °C y 4 °C. Por lo tanto, estas concentraciones podrían 
aumentar a temperaturas superiores a las consideradas en este estudio, pues la 
concentración de histamina aumenta a medida que las temperaturas de conservación son 
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más altas (Kim y col., 2000). Este estudio también demostró que la formación de histamina 
en el besugo no se relaciona con enterobacterias, como a menudo se ha publicado para 
otras especies de peces (Ben-Gigirey y col., 1998; Kim y col., 2001; López Sabater y col., 
1994). 
Finalmente, se usó la técnica MALDI-TOF MS con el objetivo de lograr una 
identificación rápida y específica de las bacterias productoras de histamina. Ésta es una 
técnica rápida y sensible para diferenciar especies bacterianas (Giebel y col., 2010; Lay, 
2001). Los perfiles espectrales obtenidos para P. fragi Turb47 y P. syringae Seab02, así 
como las listas de picos de masas obtenidas, permitieron diferenciar las dos especies con 
respecto a todas las demás bacterias alterantes y patógenas relevantes potencialmente 
presentes en productos marinos. Además, seis picos picos fueron identificados como 
específicos a nivel de especie en los rangos de masas 2534-7183 m/z y 2536-9113 m/z para 
P. fragi y P. syringae, respectivamente. La especificidad de estos picos destaca su 
importancia como biomarcadores en análisis de identificación. Los resultados del análisis 
proteómico confirmaron la clasificación de las cepas Turb47 y Seab02 como P. fragi y P. 
syringae, respectivamente, lo que confirma los resultados del análisis filogenético. 
En resumen, este estudio describe por primera vez el aislamiento de P. syringae y 
P. fragi como especies productoras de histamina presentes en rodaballo y besugo de 
piscifactoría, respectivamente. Mientras que el rodaballo no representa un riesgo 
significativo, en el besugo se acumularon cantidades moderadamente altas de histamina en 
condiciones de refrigeración por debajo de 10 °C, un resultado que pone de relieve su 
riesgo potencial para la acumulación de aminas biógenas si no se respetan las condiciones 
de higiene y refrigeración.. Por último, el análisis MALDI-TOF MS permitió obtener listas 
de masas específicas que permiten la identificación rápida de estos microorganismos tanto 
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en pescado como en otros productos alimenticios. 
4.2. Caracterización diferencial de bacterias productoras 
de aminas biógenas relacionas con intoxicaciones 
histamínicas mediante espectrometría de masas MALDI-TOF 
La intoxicación histamínica representa un importante riesgo para la salud de los 
consumidores y está relacionada con el consumo de alimentos en los que han proliferado 
bacterias productoras de aminas biógenas. El consumo de altos niveles de histamina puede 
dar lugar a náuseas, alteraciones respiratorias, dolores de cabeza, hiper- o hipotensión, etc. 
Sin embargo, no es unicamente la histamina el agente causante de tal intoxicación (Hwi-
Chang y col., 2008). Se cree que la presencia de otras aminas biógenas como putrescina y 
cadaverina, las cuáles no son consideradas tóxicas a nivel individual, pueden estimular los 
efectos tóxicos de la histamina. Ciertos escómbridos, como el atún, la caballa o el bonito, 
contienen altos niveles de histidina libre en músculo y por lo tanto están a menudo 
implicados en este tipo de intoxicación. Sin embargo, diversas especies de peces no 
escómbridos así como otros alimentos, también han estado relacionados con casos de 
envenenamiento por histamina (Hwi-Chang y col., 2008). 
Un número significativo de especies bacterianas posee la enzima histidín 
descarboxilasa y por lo tanto tienen la capacidad de producir histamina. Entre ellas, las 
especies estudiadas en este trabajo representan las principales productoras de histamina en 
pescado, mariscos, quesos y otros productos alimentarios descritos en la literatura 
científica hasta la fecha. Por esta razón, la presencia de estas especies bacterianas en los 
alimentos conlleva un riesgo de formación y acumulación de histamina, pudiendo llegar a 
niveles tóxicos y por lo tanto convirtiendo al alimento en perjudicial para la salud del 
consumidor. Así, con el fin de prevenir el envenenamiento por histamina y para garantizar 
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la seguridad alimentaria en el pescado y otros productos alimentarios, es importante 
detectar e identificar de una manera rápida y específica las especies bacterianas 
responsables de la formación y consiguiente acumulación de histamina.  
Muchos trabajos se han centrado en la determinación de los niveles de histamina y 
la idenficación de las bacterias productoras en alimentos, para ello se han considerado 
métodos microbiológicos, bioquímicos, enzimáticos, cromatográficos y genéticos. Entre 
los métodos microbiológicos y genéticos destinados a la detección precoz de las bacterias 
productoras de histamina en los alimentos, el medio de Niven ha sido ampliamente 
utilizado para su aislamiento (Niven, 1981; Yoshinaga y Frank, 1982). Aunque es un buen 
método para un cribado inicial, puede dar lugar a falsos positivos y requiere confirmación 
por HPLC. Por otro lado, recientemente se han introducido técnicas genéticas como la 
hibridación dot-blot (Ben-Gigirey y col., 2002) y métodos basados en la detección del gen 
16S rRNA (Kim y col., 2003) o del gen de la histidín descarboxilasa (Marcobal y col., 
2006) mediante PCR. La PCR en tiempo real ha complementado a la PCR convencional, 
permitiendo cuantificar las bacterias productoras de histamina en el pescado, 
contribuyendo de este modo a la detección precoz de la intoxicación por histamina 
(Fernández y col., 2006). Sin embargo, un inconveniente de estas técnicas genéticas es que 
requieren el conocimiento o sospecha previa de la presencia de dichas bacterias en el 
alimento para permitir su detección. Además, los métodos basados en PCR tienen el 
inconveniente que la ADN polimerasa puede ser inhibida por los componentes de ciertos 
alimentos o ciertos aditivos, lo que puede conducir a la obtención de falsos negativos. 
Por todo lo anteriormente expuesto, en el presente estudio hemos aplicado una 
herramienta molecular rápida y sensible, la espectrometría de masas MALDI-TOF, para 
lograr la identificación rápida y específica de las principales bacterias productoras de 
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histamina aisladas de alimentos. Las metodologías basadas en el análisis de proteínas 
representan una alternativa complementaria a los métodos genómicos, ya que reducen el 
tiempo de análisis, tienen un bajo coste y también muestran una alta precisión y 
sensibilidad. Por estas razones, diversos autores han descrito la utilidad de los perfiles de 
proteínas obtenidos por MALDI-TOF MS para la identificación de especies bacterianas, 
principalmente patógenos humanos (Ruelle y col., 2004). La técnica de MALDI-TOF-MS 
representa una técnica rápida debido a que requiere una preparación simple de la muestra, 
permitiendo incluso llevar a cabo el análisis de la célula bacteriana entera (Smole y col., 
2002; Erhard y col., 2008). Así, otros autores han descrito la utilidad del MALDI-TOF MS 
para la identificación de bacterias patógenas y no patógenas en alimentos (Erhard y col., 
2008). Asimismo, otros autores han proporcionado espectros de Listeria spp. que 
resultaron mostrar picos característicos, conservados tanto a nivel de especies como de 
género, y que permiten su identificación rápida en alimentos (Sukhadeo y col., 2008). 
El presente estudio ha prestado especial atención a la reproducibilidad de los picos 
de masas seleccionados como representativos de cada una de las principales bacterias 
productoras de histamina. Para ello, cada cepa bacteriana considerada en este trabajo se 
cultivó por duplicado y cada una de las replicas se analizó por MALDI-TOF-MS también 
por duplicado. Esta estrategia tenía como objetivo comprobar la reproducibilidad del 
crecimiento bacteriano y la preparación de muestras. En consecuencia, se obtuvieron 
cuatro espectros para cada cepa bacteriana productora de aminas biógenas. Un análisis 
cuidadoso de los cuatro espectros obtenidos para cada cepa bacteriana permitió la selección 
de los picos cuyas masas estaban presentes en los cuatro espectros obtenidos. De esta 
forma se garantiza que los picos seleccionados sean característicos de cada cepa 
bacteriana. Por otro lado, las medias aritméticas para los valores de m/z se calcularon para 
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cada conjunto de cuatro espectros, resultando en variaciones de masa inferiores a ±5 Da en 
el rango de masa superior a 7.000 Da e inferiores a ±3 Da en los rangos de masa menores a 
7000 Da. Estos resultados destacaron la fiabilidad y reproducibilidad de los protocolos de 
cultivo de las cepas, extracción y análisis de MS. 
En este sentido, estudios previos han discutido la influencia de diversos parámetros, 
tales como las condiciones de cultivo bacteriano, la fase de crecimiento o el protocolo de 
preparación de muestras sobre la reproducibilidad de los perfiles de MALDI-TOF-MS. 
Mientras que la metodología de preparación de la muestra es especialmente relevante a la 
hora de obtener espectros de masas reproducibles y comparables por análisis MALDI-
TOF-MS (Mazzeo, 2006), la naturaleza del medio de cultivo parece ejercer un menor 
efecto sobre la reproducibilidad de los espectros de masas. Para ello, en este trabajo se ha 
seguido un protocolo estandarizado y los espectros de masas obtenidos han sido 
reproducibles.  
Aunque se han utilizado recientemente herramientas proteómicas para la definición 
de biomarcadores microbianos, ya sea a nivel de género, de especie o incluso de cepa 
(Holland y col., 1999; Fagerquist y col., 2005) no se han utilizado todavía para 
proporcionar espectros que pueden contribuir a la identificación directa de bacterias 
productoras de histamina de importancia en seguridad alimentaria. En consecuencia, en 
este estudio hemos considerado las especies microbianas más relevantes involucradas en el 
envenenamiento por histamina de acuerdo con la literatura científica. Así, se obtuvieron las 
listas de masas de los picos característicos que sirven de referencia a nivel de género y 
especie, consiguiendo así distinguir las especies analizadas de forma inequívoca. La 
aplicación de la aplicación Web SPECLUST permitió la agrupación de las listas de masas 
y la construcción de un árbol filoproteómico utilizando los picos característicos de cada 
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una de las cepas bacterianas. El dendograma obtenido mostró una buena correlación con 
respecto al análisis filogenético, demostrando que la aplicación SPECLUST es una 
herramienta rápida y robusta para la comparación y discriminación de perfiles espectrales 
bacterianos.  
En resumen, el presente estudio describe una la identificación rápida y específica de 
las principales bacterias aisladas de pescado y otros productos alimentarios responsables de 
la intoxicación histamínica. Los perfiles espectrales proporcionaron huellas altamente 
específicas que hicieron posible diferenciar todas las especies consideradas. La biblioteca 
de espectros de masas proporcionadas en este trabajo servirá como referencia para la 
identificación de los principales microorganismos responsables de la intoxicación 
histamínica y por lo tanto ayudará a prevenirla. Aún así, es conveniente seguir aumentado 
esta biblioteca con nuevas bacterias productoras de aminas biógenas. 
4.3. Aislamiento y caracterización de Streptococcus 
parauberis aislado de un producto marino refrigerado y envasado 
al vacío 
Hoy en día, la industria alimentaria está llevando a cabo grandes esfuerzos para lograr 
la seguridad microbiológica de los alimentos y, al mismo tiempo, extender su vida útil. En 
este sentido, la combinación del envasado al vacío junto con el almacenamiento en 
refrigeración se está utilizando ampliamente en la industria alimentaria debido a su eficacia 
en la reducción de las reacciones oxidativas y la inhibición de crecimiento microbiano 
(Flick y col., 1992). Sin embargo, esto no es suficiente para evitar por completo el 
crecimiento de bacterias patógenas o alterantes. Otros autores han publicado previamente 
el aislamiento de cepas alterantes pertenecientes a los géneros Lactobacillus y 
Photobacterium en salmón ahumado envasado al vacío y refrigerado (Olofsson y col., 
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2007). Asimismo, cepas alterantes de Pseudomonas y Shewanella se han aislado de otros 
pescados y productos marinos refrigerados (Pantazi y col., 2008). A pesar de que el 
almacenamiento refrigerado a 5 ºC mejora la estabilidad y la seguridad del envasado al 
vacío de los productos marinos, reduciendo el crecimiento de mesófilos (Chen, 1995), una 
amplia variedad de microorganismos, incluso cepas patógenas, se han aislado a partir de 
productos pesqueros refrigerados, debido a su capacidad de crecer a temperaturas de 
refrigeración. Entre ellos destacan Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila y 
Yersinia enterocolitica (Hudson y Mott, 1993). 
Por las razones anteriormente expuestas, la rápida identificación de los 
microorganismos potencialmente relacionados con la pérdida de calidad y seguridad de 
productos marinos es de crucial importancia. Aunque S. parauberis tradicionalmente no ha 
estado ligado al deterioro de los alimentos, recientemente se identificado como responsable 
de la alteración de carne de pollo envasada en atmósfera modificada y de la planta de 
procesado (Koort y col., 2006). En otro trabajo reciente también se ha descrito el 
aislamiento de una cepa de S. parauberis a partir de jamón cocido pasteurizado y 
almacenado durante 2 días a 2 ºC después de la pasteurización y antes del envasado, 
aunque esta cepa luego no pudo ser aislada en el producto final (Vasilopoulos y col., 
2010). En los estudios citados anteriormentes se ha descrito que esta especie es capaz de 
crecer a bajas temperaturas, incluso bajo condiciones de atmósfera modificada, utilizando 
como fuente de carbono carbohidratos como el almidón. El hecho de que el producto de 
nuestro estudio estuviese fabricado a base de surimi, que incluye almidón de trigo como 
ingrediente, puede explicar el crecimiento y deterioro de este producto por S. parauberis. 
En este sentido, nuestro estudio coincide con los resultados de publicaciones anteriores y 
proporciona evidencia adicional de la posible presencia y el crecimiento de S. parauberis 
en otros productos alimentarios que contienen hidratos de carbono complejos, tales como 
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productos elaborados a base de pescado e incluso envasados a vacío. Con respecto a la 
identificación de las cepas, los tres aislados de S. parauberis a partir de carne de pollo 
(Koort y col., 2006) poseían, al igual que en nuestro caso, alta similaridad con cepas de S. 
parauberis. Además los análisis fenotípicos, genotípicos y proteómicos considerados en 
nuestro estudio revelaron que los das cepas de S. parauberis aisladas de producto de la 
pesca envasado a vacío y deteriorado eran idénticas.  
El presente estudio también supone la aplicación por primera vez de una técnica 
molecular robusta como el análisis MALDI-TOF MS para obtener un perfil espectral 
característico de S. parauberis con el fin de obtener una rápida identificación bacteriana. 
La técnica de MALDI-TOF MS ha demostrado ser una herramienta rápida y 
sensible para la diferenciación de especies bacterianas (Giebel y col., 2010; Lay, 2001). 
Por lo tanto, la comparación de los perfiles espectrales de cepas de bacterias desconocidas 
con una biblioteca de espectros de referencia permite la clasificación e identificación de las 
cepas de una manera rápida y precisa (Böhme y col., 2010a; Seng y col., 2009). Así, los 
perfiles de espectros de masas obtenidos para las cepas 83B y 83C de S. parauberis 
resultaron ser idénticos, lo que supone un perfil específico del espectro y una lista de picos 
de masas que pueden ser fácilmente diferenciados del resto de especies bacterianas 
presentes en la biblioteca de referencia. Además, la comparación con cepas de referencia 
tales como S. parauberis DSM6631 y S. parauberis DSM6632, permitió detectar cinco 
picos cuyas masas resultaron ser específicas para esta especie, pudiendo servir como 
biomarcadores específicos de de S. parauberis en estudios futuros. 
En resumen, este estudio supone el primer aislamiento de S. parauberis de 
productos marinos en general, y de productos refrigerados y envasados a vacío en 
particular, subrayando la idea de que esta especie probablemente se deba considerar en el 
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futuro en la investigación y el control de bacterias causantes del deterioro en este tipo de 
productos alimentarios. El análisis genético reveló la agrupación de los aislamientos de S. 
parauberis 83B y 83C con otras cepas de referencia de esta especie y en un grupo diferente 
con respecto a S. uberis. Por último, la aplicación de la espectrometría de masas MALDI-
TOF permitió la identificación rápida y directa de S. parauberis, proporcionando espectros 
específicos que podrían utilizarse para distinguir fácilmente esta especie bacteriana con 
respecto a otras bacterias implicadas en el deterioro de productos marinos y de otros 
alimentos. 
4.4. Detección y cuantificación de Bacillus cereus, Bacillus 
subtilis y Bacillus licheniformis patógenos y alterantes de 
alimentos mediante PCR en tiempo real 
La investigación de microorganismos capaces de comprometer la calidad y la 
seguridad de los alimentos es una preocupación tanto para la industria alimentaria como 
para la Administración. Entre estos microorganismos ciertos Bacillus spp., tales como B. 
cereus, B. licheniformis y B. subtilis son de relevancia, debido a su carácter alterante y/o 
patógeno y debido también a que estas especies bacterianas son capaces de resistir ciertos 
métodos de conservación, tales como la pasteurización. El objetivo de este trabajo ha sido 
diseñar un conjunto de cebadores-sonda de RTi-PCR que permitan su cuantificación en 
alimentos. 
Otros autores han descrito métodos convencionales de PCR para la detección de 
ciertas especies de Bacillus, aunque estos estudios no distinguen entre B. cereus y Bacillus 
thuringiensis (teGiffel y col., 1997). Del mismo modo, la PCR específica combinada con 
ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis) también ha permitido la identificación, 
pero no la cuantificación de Bacillus spp. (Wu y col., 2006). La PCR convencional, a 
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diferencia de la RTi-PCR, no aporta ninguna información cuantitativa, requiriendo 
asimismo más tiempo pues es necesaria una visualización final de ADN por electroforesis. 
Por lo tanto, en el presente trabajo se ha desarrollado un método de RTi-PCR para 
cuantificar específicamente las tres especies de Bacillus spp más relevantes que pueden 
estar presentes en los productos alimentarios. 
En relación a la RTi-PCR, algunos autores han propuesto métodos que usan Sybr 
Green para detectar y cuantificar Pseudomonas en pescado (Reynisson y col., 2008) o 
Corynebacterium casei en queso (Monnet y col., 2006). Otros autores, en cambio, han 
utilizado sondas TaqMan para detectar y cuantificar otros micoorganismos, como 
Leuconostoc mesenteroides en productos cárnicos (Elizaquivel y col., 2008). 
Recientemente se ha descrito la detección de B. cereus en gelatina contaminada. En dicho 
estudio se ha diseñado un set de primers y sonda pero con el objetivo de detectar 
únicamente B. cereus (Reekmans y col., 2009).Asimismo, recientemente se ha propuesto 
otro método para la detección y cuantificación de las cepas de B. cereus enterotoxigénicas 
en muestras de alimentos (Martínez-Blanch y col., 2009). A diferencia de todos estos 
métodos, el conjunto sonda-primer propuesto en nuestro estudio permite la detección y 
cuantificación de B. cereus, B. licheniformis y B. subtilis en un único ensayo. 
Para el diseño de los oligonucleótidos y la sonda TaqMan se compararon las 
secuencias del gen 16S ADNr pertenecientes a las cepas de Bacillus spp obtenidas en este 
estudio con secuencias de cepas de referencia recuperadas del GenBank. Se procedió a la 
selección de secuencias consenso presentes en las diversas cepas y especies consideradas, 
y ausentes en otras especies microbianas para evitar problemas de amplificación cruzada y 
los consiguientes falsos positivos. Los resultados indicaron que la amplificación de las 
Bacillus spp. consideradas tuvo lugar a valores de Ct entre 14 y 15, mientras que la 
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amplificación inespecífica de otras especies bacterianas tuvieron lugar a valores de Ct por 
encima de 28.5. Tanto la curva patrón construida a partir de cultivos puros como la 
construida a partir alimentos inoculados mostraron buena linealidad [R2 = 0.9969 y R2 = 
0.9958, respectivamente, resultados que fueron similares a los obtenidos por Martinez-
Blanch y col., 2009) con B. cereus], siendo los valores de las pendientes de −3.25 y −3.18, 
respectivamente. Estos valores se aproximan al óptimo teórico de −3.32 (Higuchi y col., 
1993), lo que confirma la idoneidad de este ensayo para la cuantificación de Bacillus spp.  
La eficiencia del método fue próxima al 100% (103% y 106% para las curvas de 
cultivo puro y alimento inoculado respectivamente). Además, el método desarrollado 
mostró alta sensibilidad, presentando un límite de detección que en ambos casos fue de 
16,5 UFC/ml (165 UFC/g) en el alimento original sin diluir. Cabe destacar que se han 
descrito límites de detección (40 UFC /ml) para B. cereus enterotoxigénico en muestras de 
alimentos, ligeramente más altos a los obtenidos en este estudio (Martínez-Blanch y col., 
2009). Finalmente, el límite de cuantificación del método se correspondió con un valor 
medio de Ct de 27,41, debido al hecho de que este valor de Ct es inferior al valor de 28,5 
que exhibieron las cepas no pertenecientes al género Bacillus spp.. Por todo lo anterior el 
método desarrollado es adecuado para detectar y cuantificar específicamente B. cereus, B. 
licheniformis o B. subtilis en alimentos, por lo que el método propuesto permitiría un 
control microbiológico de estas especies bacterianas esporoformadoras tanto en alimentos 
frescos como pasteurizados. 
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 4.5. Caracterización de Bacillus subtilis, Bacillus cereus y 
Bacillus licheniformis por espectrometría de masas MALDI-TOF 
-Comparación de los métodos filogenético y filoproteómico para la identificación de 
Bacillus spp. 
 Los análisis filogenético y filoproteómico fueron capaces de agrupar las distintas 
Bacillus spp. estudiadas en dos grandes grupos (I y II). Sin embargo, se aprecieron algunas 
diferencias entre ambos análisis. Por una parte, el análisis filogenético proporciona una 
primera rama (I) que incluye el grupo B. subtilis (A), B. licheniformis (B) y B. pumilus (C) 
y una segunda rama (II), que incluye las cepas que pertenecen a B . megaterium (D) y el 
grupo de B. cereus (E). Por el contrario, el árbol filoproteómico agrupa las cepas de B. 
megaterium (C en la Figura 2) junto a B. subtilis, B. licheniformis y B. pumilus (grupos A, 
B y D, respectivamente, en la Figura 2). Es destacable que el análisis MALDI-TOF 
permite la separación de las cepas pertenecientes al grupo B. cereus (E en la Figura 2) con 
respecto a otros Bacillus spp. estudiados.  
 El análisis filogenético del gen 16S ADNr no permitió diferenciar entre las especies 
que pertenecen al grupo B. cereus (B. cereus y B. thuringiensis, grupo E en la Figura 1) y 
tampoco entre las especies que pertenecen al grupo B. subtilis (B. subtilis y B. 
amyloliquefaciens, grupo A en la Figura 1). Nuestros resultados confirman los obtenidos 
en publicaciones anteriores sobre las dificultades para distinguir B. cereus de B. 
thuringiensis (Pavic y col., 2005; Chen y Tsen y col., 2002) y B. subtilis de B. 
amyloliquefaciens (Meer y col., 1991) debido a las similitudes en las secuencias 
nucleotídicas de los respectivos genes 16S ADNr. 
En cambio, el análisis MALDI-TOF sí permitió la diferenciación de las especies 
pertenecientes al grupo B. subtilis (B. subtilis y B. amyloliquefaciens) y al grupo B. cereus 
Discusión   
158 
(B. cereus y B. thuringiensis). Por lo tanto, los picos de masa específicos de especie 
recopilados en la Tabla 5 del capítulo 5 se pueden considerar biomarcadores útiles para la 
rápida identificación y clasificación de especies del género Bacillus, y un valioso 
complemento de dos estudios recientes (Lasch y col., 2009; Hotta y col., 2011). Los 
resultados del presente estudio confirman la utilidad del análisis MALDI-TOF MS para la 
identificación de cepas de Bacillus transmitidas por los alimentos, resultando ser más útil 
que la secuenciación del gen 16S ADNr a la hora de clasificar los grupos de B. cereus y B. 
subtilis, proporcionando asimismo una valiosa información a nivel intraespecífico. 
 
-El análisis de SNPs en Bacillus spp. 
El uso de SNPs en la caracterización microbiana tiene muchas ventajas debido a su 
naturaleza no ambigua y a la multitud de plataformas que se han desarrollado para el 
análisis de este tipo de marcadores. Los SNPs son evolutivamente estables (Pearson y col., 
2004) y susceptibles a métodos de detección de alto rendimiento, tales como la PCR en 
tiempo real, la pirosecuenciación y la espectrometría de masas (Easterday y col., 2005). Se 
han descrito una amplia variedad de SNPs en bacterias patógenas, así como su papel en el 
aumento de la patogenicidad o patoadaptabilidad. Estas mutaciones son alteraciones 
genéticas en genes reguladores o estructurales que proporcionan una ventaja selectiva en el 
transcurso de una sola infección, propagación de la epidemia o la evolución a largo plazo 
de la virulencia (Sokurenko y col., 1999). Aunque muchas mutaciones patoadaptativas 
implican la pérdida de genes funcionales, los SNPs adaptativos por lo general resultan en 
una mínima alteración en la estructura de las proteínas codificadas. Es importante destacar 
que la presencia de SNPs como instrumento de adaptación a los cambios ambientales 
puede ser crítica para la supervivencia y la expansión de las poblaciones bacterianas 
(Kumar y col., 2008).  
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Por otra parte, los genes ribosomales han sido ampliamente utilizados como 
marcadores filogenéticos debido a su distribución universal, secuencia altamente 
conservada, estabilidad funcional, facilidad de secuenciación y características de sus 
estructuras primarias y secundarias con tramos de secuencias variables (Tourova, 2003). 
Los genes que codifican ARN ribosómico están organizados en varios operones 
ribosomales (rrn) en la mayoría de las bacterias. Por lo tanto, existen múltiples copias del 
gen ADNr que exhiben pequeñas diferencias dentro de cada genoma. Si bien el número de 
copias del operón ribosomal en el genoma bacteriano varía considerablemente de uno a 15, 
es relativamente constante en la especie, género e incluso a nivel de familia. La base de 
datos de ARN ribosomal (http://ribosome.mmg.msu.edu/rrndb/index.php) recoge el 
número de genes ADNr en bacterias y Archaea. Otros autores han publicado la existencia 
de siete copias del gen 16S ADNr de E. coli (Qin y col., 2007). En el caso de Bacillus, se 
han encontrado hasta 14 operones de ARN ribosomal (Tabla 1S del capítulo 5). 
Al comparar las secuencias de las cepas de nuestro estudio con las secuencias de los 
diferentes operones de la misma especie bacteriana depositadas en la base de datos de rrn, 
se puede comprobar la presencia de algunos SNPs tales como el SNP T>C (Y) en las 
posiciones 212 y 476 en B. licheniformis y el SNP A> G (R) en la posición 278 de B. 
subtilis, ya descritos anteriormente para estas. Por lo tanto, estos SNPs se encuentran con 
frecuencia en dichas especies y su presencia puede ser relevante para su identificación. Por 
otra parte, el presente trabajo describe, por primera vez, diferentes polimorfismos en el gen 
16S ADNr de cepas de Bacillus spp. de referencia y silvestres, pudiendo representar 
asimismo una herramienta útil para la identificación de especies en este género. 
Anteriormente otros autores han propuesto un método basado en cinco SNPs para 
clasificar Streptococcus agalactiae grupo B en diferentes subgrupos (Honsa y col., 2008). 
En dicho estudio se observaban diferencias entre las cepas pertenecientes a una misma 
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especie. En nuestro estudio también se han definido varios subgrupos sobre la base del 
análisis de los polimorfismos, aspecto que complementaría la información proporcionada 
por el análisis filogenético. Otros autores también han demostrado la utilidad de un 
pequeño grupo de SNPs en la definición de ciertos grupos genéticos. Así, Moorhead y col., 
(2003) utilizó un enfoque filogenético para identificar un pequeño número de SNPs de 
diagnóstico en el gen sigB de Listeria Monocytogenes. Del mismo modo, Keim y col., 
(2004) amplió este concepto y propuso la idea de un "SNP canónico" que se podría utilizar 
para identificar de manera eficiente un punto en la historia evolutiva de una especie. 
En resumen, el presente estudio incluyó nuevas estrategias tales como el análisis de 
SNP y la espectrometría de masas en la identificación de especies de Bacillus spp. 
transmitidas por los alimentos. Se ha observado que la técnica MALDI-TOF puede ser más 
informativa en la diferenciación entre las especies, especialmente cuando el análisis 
genético no es concluyente, tales sonm los casos de la diferenciación de B. subtilis de B. 
amyloliquefaciens y B. cereus de B. thuringiensis. Por otra parte, el análisis de SNP ha 
proporcionado información valiosa acerca de nuevos polimorfismos en el gen 16S ADNr 
de Bacillus spp. que deben ser considerados en el diseño de oligonucleótidos y sondas para 
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5.1. Conclusión general: 
Las técnicas genómicas y proteómicas son herramientas de vital importancia para la 
identificación rápida y específica de microorganismos patógenos y alterantes en productos 
de la pesca frescos y elaborados. En este trabajo se ha comprobado que las metodologías 
basadas en el análisis de proteínas representan una alternativa complementaria a los 
métodos genómicos, ya que reducen el tiempo de análisis, tienen un bajo coste, mostrando 
asimismo gran precisión y sensibilidad. Así, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos 
en este trabajo con la técnica de espectrometría de masas MALDI-TOF, se demuestra que 
esta herramienta complementa el análisis genético basado en la secuenciación del gen 16S 
ADNr. Considerando las distintas partes de este estudio, es importante destacar las 
conclusiones obtenidas de una forma más pormenorizada, por lo que a continuación se 
enumeran conclusiones específicas correspondientes a cada uno de los capítulos que 
constituyen esta tesis doctoral. 
 
5.2. Conclusiones específicas: 
1. Pseudomonas syringae es un notable productor de histamina, generando 
concentraciones de esta amina en músculo de besugo similares a las producidas por 
Morganella morganii. Por otra parte, si bien el rodaballo de acuicultura es resistente a la 
formación de histamina a temperaturas inferiores a 10 °C, el besugo debe ser 
considerado una especie susceptible de mediar episodios de intoxicación histamínica 
alimentaria. 
 
2. El análisis MALDI-TOF MS permite una rápida identificación de Pseudomonas 
fragi y P. syringae, principales bacterias productoras de histamina aisladas de rodaballo 
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y besugo de acuicultura, respectivamente, permitiendo asimismo definir biomarcadores 
específicos que permiten su detección rápida en productos alimentarios. 
 
3. La espectrometría de masas MALDI-TOF es una herramienta sensible y rápida 
para la detección e identificación de las principales bacterias productoras de aminas 
biógenas, proporcionando espectros y listas de masas característicos de cada especie 
bacteriana. El estudio filoproteómico realizado en este trabajo resultó idóneo para el 
agrupamiento microbiano, confirmando los resultados del análisis filogenético basado 
en el gen 16S ADNr. 
 
4. Streptococcus parauberis puede causar la alteración de productos de la pesca 
refrigerados envasados al vacío limitando su vida útil, por lo que debe ser considerado 
como microorganismo específicamente alterante en este grupo de alimentos. En este 
estudio se han definido biomarcadores proteicos específicos que permiten su 
identificación directa en alimentos mediante MALDI-TOF. 
 
5. Se ha desarrollado un método original de RTi-PCR que permite la determinación 
de Bacillus cereus, Bacillus licheniformis o Bacillus subtilis en alimentos frescos o 
pasteurizados, lo que puede permitir un control microbiológico estricto de estas especies 
patógenas y alterantes en todo tipo de alimentos. 
 
6. Los picos de masa recopilados en este estudio han resultado ser biomarcadores 
útiles para la rápida identificación y clasificación de especies del género Bacillus 
patógenas y alterantes de alimentos. Así, el análisis mediante MALDI-TOF permite la 
diferenciación de las especies pertenecientes al grupo de Bacillus subtilis (B. subtilis y 
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Bacillus amyloliquefaciens) y al grupo de Bacillus cereus (B. cereus y Bacillus 
thuringiensis), mejorando de este modo el diagnóstico genético mediante secuenciación 
del gen 16S ADNr.  
 
7. Se ha confirmado la presencia de SNPs en el 16S ADNr en el género Bacillus, 
describiéndose por vez primera en el presente estudio mutaciones en ciertos loci que 
deberán tenerse en cuenta para el diseño adecuado de oligonucleótidos y sondas 
orientadas a la investigación de estas especies en alimentos mediante PCR y 
microarrays 
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